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Variabilidade genética das glicoproteínas plaquetárias GPIbα e GPIIIa e a sua 
possível associação com o risco trombótico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 
 
As patologias vasculares são a principal causa de mortalidade e morbilidade na 
Diabetes mellitus tipo 2. Uma vez que um endotélio vascular íntegro é fundamental para a 
homeostasia, eventos isquémicos são frequentes nos indivíduos com Diabetes mellitus 
tipo 2. Na isquemia arterial, a exposição do conteúdo da placa de ateroma leva à activação 
das plaquetas por intermédio das glicoproteínas existentes na superfície das mesmas. 
O objectivo principal deste estudo é verificar se a presença de polimorfismos nas 
glicoproteínas plaquetárias poderão estar associados com o aparecimento de isquemia 
arterial do membro inferior nos indivíduos com DM tipo 2. Para isso, estudou-se por PCR-
RFLP os SNPs HPA-2 e KOZAK na GPIbα, o PlA1/A2 na GPIIIa, e um VNTR na GPIbα. 
Verificou-se que existem diferenças estatisticamente significativas para o 
polimorfismo VNTR entre o grupo controlo e o grupo com DM tipo 2. O polimorfismo 
KOZAK parece estar associado ao aparecimento de isquemia arterial do membro inferior 
em indivíduos com DM tipo 2. 
Estes resultados sugerem que o polimorfismo KOZAK poderá contribuir para um 
aumento da probabilidade de desenvolver isquemia arterial do membro inferior em 
indivíduos com DM tipo 2. Os nossos resultados também evidenciam a importância do 
estudo dos polimorfismos plaquetários uma vez que podem contribuir para estabelecer um 
perfil genético de risco em indivíduos com DM tipo 2. 
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Genetic variability of platelet glycoproteins GPIbα and GPIIIa and their association 
with thrombotic risk in patients with type 2 diabetes mellitus  
 
Vascular diseases are the most important cause of mortality and morbidity in 
patients with type 2 diabetes mellitus. Once a functional endothelium is important for 
homeostasis, ischaemic events are frequent in patients with type 2 diabetes mellitus. In 
arterial ischaemia, an exposition to contents of aterome plaque leads to platelet activation 
by glycoproteins that exist in platelets.  
The main goal of this study is to search if the presence of platelet glycoproteins 
polymorphisms are associated with arterial ischaemia of lower limbs in type 2 diabetes 
mellitus patients.  It was analyze the HPA-2 and KOZAK SNPs in GPIbα, the PlA1/A2 SNP 
in GPIIIa and a VNTR in GPIbα, by PCR-RFLP. 
There were statistically significant differences for VNTR polymorphism between 
control group and type 2 diabetes mellitus group. It seems that the KOZAK polymorphism 
is associated with the presence of arterial ischaemia of lower limbs in type 2 diabetes 
mellitus patients. 
These results suggest that KOZAK polymorphism could contribute for an 
increased probability of developing arterial ischaemia of lower limbs in type 2 diabetes 
mellitus patients. Our results also show the importance of the study of polymorphisms in 
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A Diabetes mellitus (DM) é um problema de saúde pública global. A World 
Health Organization (WHO) estima que mais de 180 milhões de pessoas no mundo 
sofrem da doença e é muito provável que este número duplique até 2030 (WHO). Mais 
de 3 milhões de pessoas morrem anualmente de problemas que derivam da Diabetes 
mellitus e pensa-se que nos próximos 10 anos, o total de mortes devido à DM aumente 
mais de 50% se não houver acções de prevenção urgentes (1). 
A Diabetes mellitus é uma doença crónica, caracterizada por hiperglicemia 
crónica e responsável por variadas complicações que afectam o sistema nervoso e 
vascular.  
Para que a glicose entre nas células é necessário que se verifiquem duas 
condições: que as células tenham um número suficiente de receptores activos para a 
insulina e que exista insulina suficiente para desbloquear os transportadores de glicose. 
Assim sendo, quando há insulina suficiente mas não há o número de receptores 
celulares suficiente que permitem a entrada da glicose nas células, ocorre a Diabetes 
mellitus tipo 2. Quando não há produção de insulina, os receptores celulares que 
permitem a entrada da glicose nas células não são desbloqueados, e ocorre a Diabetes 
mellitus tipo 1. Em ambas as situações, os níveis de glicose no sangue sobem, condição 
conhecida por hiperglicemia. 
Os sintomas mais comuns associados à DM são sede, micções frequentes, fome, 
perda de peso, fadiga, alterações visuais, glicemia, glicosúria e maior dificuldade em 
cicatrizar pequenas feridas. 
A hiperglicemia diabética induz um grande número de alterações no tecido 
vascular que promovem uma aceleração da aterosclerose. Os pacientes com DM tipo 2 
apresentam uma maior frequência de complicações macrovasculares como aterosclerose 
e trombose, afectando as artérias coronárias, cerebrais e periféricas (2, 3). Em 
consequência disso, a principal causa de mortalidade e morbilidade prematura dos 
indivíduos com DM tipo 2 são as doenças cardiovasculares (4). As alterações 
macrovasculares são principalmente causadas pelos depósitos de gorduras na parede 
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interior dos vasos sanguíneos que irrigam os órgãos, especialmente o coração, o cérebro 
e os membros inferiores, bloqueando a irrigação sanguínea dos mesmos. Nesta situação 
conhecida como aterosclerose, os vasos sanguíneos tornam-se menos flexíveis e mais 
estreitos. Eventualmente, pode ocorrer oclusão do vaso sanguíneo devido a 
aterosclerose obliterante ou à ruptura da placa de ateroma e exposição do seu conteúdo 
ao sangue activando as plaquetas e a cascata da coagulação, levando consequentemente 
à formação de trombos ricos em plaquetas. Ambas as situações causam isquemia que 
provoca danos nos tecidos adjacentes à oclusão do vaso sanguíneo.  
As plaquetas têm um papel decisivo na formação de um trombo após a perda da 
integridade vascular. Por isso, plaquetas mais sensíveis ou reactivas a pequenas 
alterações de homeostasia podem formar trombos em circulação mais facilmente, dando 
origem a desordens oclusivas arteriais. 
O que permite às plaquetas interagirem entre elas e com a matriz endotelial, são 
glicoproteínas na sua superfície que funcionam como receptores. Estudos recentes 
sugerem que os polimorfismos das glicoproteínas plaquetárias são importantes factores 
genéticos que contribuem para o aumento de risco trombótico. Pensa-se que essas 
variações genéticas estarão associadas a um estado de hiper-agregabilidade das 
plaquetas (3). Assim, factores genéticos e ambientais fazem com que a extensão da 
resposta plaquetária face à ruptura da placa de ateroma varie entre indivíduos (5). 
Desde a década de 80 se tem estudado alguns polimorfismos nos genes que 
codificam para estas glicoproteínas, sob suspeita de estes aumentarem o risco de 
isquemia arterial uma vez que tornariam as plaquetas mais reactivas, que levam mais 
facilmente à formação de trombos e à oclusão de pequenos vasos sanguíneos. Assim, 
estes polimorfismos são considerados um dos factores associados às alterações da 
funcionalidade das plaquetas em indivíduos com Diabetes mellitus (6). 
Alguns Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) já descritos em glicoproteínas 
(GP) plaquetárias são o HPA-2 e KOZAK na glicoproteína Ib-V-IX e o PlA1/A2 na 
glicoproteína IIb-IIIa. Também já foi descrito um Variable Number Tandem Repeat 
(VNTR) na glicoproteína Ib-V-IX. 
A GPIbα forma parte do complexo GPIb-V-IX que medeia a adesão inicial das 
plaquetas ao endotélio lesado. Dada a importância deste receptor na adesão plaquetária, 
tem sido sugerido que pequenas alterações na estrutura da GPIbα podem influenciar a 
resposta funcional das plaquetas. Dois dos SNPs já descritos para a GPIbα, o “human 
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platelet antigen-2” (HPA-2) e o KOZAK, têm sido associados a uma maior reactividade 
plaquetária, no entanto, há discrepâncias quanto ao seu envolvimento no risco 
trombótico, dependendo dos grupos populacionais estudados (7, 8). O alelo B do VNTR 
descrito na GPIbα foi associado a variados eventos trombóticos, sendo considerado um 
factor de risco de trombose coronária e enfarte do miocárdio (9, 10). 
A glicoproteína GPIIIa forma parte do complexo GPIIb-IIIa que medeia a 
agregação plaquetária. Os principais ligandos para este complexo são o fibrinogénio e o 
factor de von Willebrand (vWf). O polimorfismo mais estudado na glicoproteína GPIIIa 
é o “human platelet antigen-1” (HPA-1 ou PlA1/A2). Diversos trabalhos mostraram que 
este polimorfismo pode ter consequências funcionais na reactividade plaquetária, mas 
não há resultados conclusivos (11). 
Estarão relacionados estes polimorfismos com a resposta a factores 
trombogénicos, sendo mais fácil a activação plaquetária em doentes com Diabetes 
mellitus tipo 2? 
Continua a ser necessário o estudo do efeito destes polimorfismos em grupos 
específicos para poder esclarecer o seu papel no risco de eventos trombóticos. Apesar 
dos vários estudos já realizados, não há concordância nos resultados obtidos e são 
escassos os trabalhos desenvolvidos em indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2. 
Assim, o principal objectivo proposto para este trabalho é determinar se a 
presença de polimorfismos das glicoproteínas plaquetárias GPIbα e GPIIIa estará 
associada com eventos trombóticos, nomeadamente isquemia arterial nos membros 
inferiores, em indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2. 
A parte I deste trabalho compreende uma abordagem teórica ao tema. A parte II 
contém os objectivos do trabalho, a metodologia utilizada, os resultados e a discussão 
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CAPÍTULO 1. DIABETES MELLITUS TIPO 2 E ATEROSCLEROSE 
 
 
1.1. Diabetes mellitus tipo 2 
 
A Diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica crónica que atinge entre 500 
e 900 mil portugueses, segundo a Associação Protectora dos Diabéticos de Portugal em 
2009 (12). A prevalência mundial da diabetes em 2002 foi de 170 milhões, com uma 
previsão de 366 milhões até 2030 (13). Cerca de 90% dos diabéticos são do tipo 2 (14).  
A Diabetes mellitus tipo 2 ocorre quando as células não conseguem utilizar 
adequadamente a insulina que o organismo produz ou quando esta é incorrectamente 
secretada. A insulina é a hormona produzida pelas células β das ilhotas de Langerhans 
no pâncreas, que regula a concentração de glicose na corrente sanguínea, permitindo a 
incorporação da glicose nas células (figura 1) uma vez que activa os transportadores da 
Fig. 1: Metabolismo da glicose. 
Adaptado de Dugi K em www.scienceschool.org 
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glicose GLUT4. O glucagon é a hormona com função oposta à insulina, isto é, enquanto 
que a insulina é produzida quando os níveis de glicose sanguínea são elevados de forma 
a que a glicose seja incorporada nas células, o glucagon leva à produção e libertação de 
glicose na corrente sanguínea (figura 1). É desta forma que se alcança a homeostasia, 
mantendo os níveis de glicose normais no sangue (<110mg/dL). 
Alguns dos factores de risco conhecidos para a Diabetes mellitus tipo 2 são a 
predisposição genética, a idade avançada, a inactividade física ou sedentarismo, 
obesidade e hábitos alimentares pouco saudáveis com dietas ricas em calorias (15). 
As alterações metabólicas causadas pela DM (hiperglicemia, aumento dos ácidos 
gordos livres e resistência à insulina, causada por defeitos na secreção de insulina e 
diminuição da sensibilidade das células à insulina) induzem disfunção vascular que 
predispõe o paciente para aterosclerose (16, 17). As complicações que advêm da 
hiperglicemia afectam os diversos sistemas do organismo humano. Alguns estudos 
indicam que a diminuição de hiperglicemia reduz o risco das complicações diabéticas 
(11). 
Diversos trabalhos revelaram também que a hiperglicemia induz efeitos pró-
coagulantes e anti-fibrinolíticos (18). Nos indivíduos com DM, a combinação do 
aumento de inibição de fibrinogénio com as alterações na reactividade plaquetária 
poderão levar a um risco aumentado de doença cardiovascular (2). 
 
 
1.2. Complicações vasculares na Diabetes mellitus 
 
Estudos demonstraram que um mau controlo glicémico está associado a um 
aumento das complicações micro- e macro-vasculares nos indivíduos com DM (19). 
A DM está normalmente associada a complicações microvasculares e 
macrovasculares (20) que resultam quer de desordens nas células endoteliais quer de 
alterações da coagulação sanguínea, afectando vários órgãos como os rins, retina, 
nervos periféricos e compartimentos micro- e macro-vasculares (21). 
As principais consequências das alterações microvasculares causadas pela 
alteração endotelial na DM tipo 2 são a retinopatia, a neuropatia e a nefropatia. 
Normalmente resultam das primeiras lesões endoteliais e alterações plaquetárias que 
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ocorrem no doente diabético (6). As complicações microvasculares também são causas 
importantes de morbilidade e mortalidade em doentes diabéticos. 
As doenças cardiovasculares são a principal consequência das alterações 
macrovasculares, sendo a principal causa de morbilidade e mortalidade prematura em 
pacientes com DM (4). Estas alterações compreendem doenças das artérias coronárias, 
das artérias periféricas (aórtica-ilíaca e femuropopliteal) e das carótidas, sendo a 
principal manifestação a aterosclerose (17).  
A fisiopatologia das doenças vasculares na Diabetes mellitus envolve anomalias 
no endotélio, nas células do músculo liso vascular e na função das plaquetas (17). 
O risco de doença arterial coronária, enfarte do miocárdio e doença arterial 
periférica está aumentado duas a quatro vezes em diabéticos (22). 
A maioria dos pacientes com Diabetes mellitus morre devido a complicações 
cardiovasculares, normalmente desencadeadas por eventos trombóticos agudos 
impostos por lesões ateroscleróticas na circulação arterial, uma vez que a hiperglicemia 





O endotélio consiste numa mono-
camada de células endoteliais que 
revestem internamente os vasos 
sanguíneos, separando o sangue da 
restante parede celular (figura 2).  
As células endoteliais sintetizam e 
libertam substâncias biologicamente 
activas que mantêm a homeostasia 
vascular, assegurando uma correcta 
fluidez sanguínea e distribuição de 
nutrientes, enquanto que impedem a 
coagulação sanguínea e previnem a 
trombose (16, 17, 23).  Fig.2: Corte transversal de um vaso sanguíneo. 
Adaptado de Manual Merck: de saúde para a 
família; pág. 121 (1997) 
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As principais substâncias libertadas pelas células endoteliais são: (a) o óxido 
nítrico e a prostaciclina (vasodilatadores e inibidores plaquetários uma vez que levam ao 
aumento de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) e adenosina monofosfato cíclico 
(AMPc) intracelulares); (b) o factor de von Willebrand (transporta e estabiliza o factor 
VIII da coagulação sanguínea); (c) a endotelina-1 (vasoconstritor envolvido na resposta 
das células endoteliais a diferentes estímulos); (d) o inibidor do factor tecidual 
(anticoagulante, uma vez que inibe o factor tecidual, factor necessário para a activação 
da cascata de coagulação); (e) a proteína S (anticoagulante, pois inactiva juntamente 
com a proteína C, os factores V e VIII da cascata de coagulação e pró-fibrinolítico, uma 
vez que inibe a actividade do inibidor do activador do plasminogénio); (f) o activador 
tecidual do plasminogénio (fibrinolítico, uma vez que cliva o plasminogénio em 
plasmina e esta inicia a fibrinólise); (g) e o inibidor do activador do plasminogénio 
(anti-fibrinolítico, uma vez que inibe o activador tecidual do plasminogénio, evitando a 
clivagem do plasminogénio em plasmina e o início da fibrinólise) (24). 
Assim sendo, um endotélio íntegro contribui para a regulação da função vascular 
e estrutural sendo a maior protecção para a trombose arterial, aterosclerose e 
vasoconstrição (23). As alterações funcionais do endotélio na Diabetes mellitus são 
causadas pela hiperglicemia, excesso de ácidos gordos e resistência à insulina (figura 3) 
que tornam as artérias dos diabéticos mais susceptíveis à aterosclerose (16, 22). 
A hiperglicemia inibe a produção do óxido nítrico (NO) e aumenta a produção 
de espécies reactivas de oxigénio (ROS) nas células endoteliais e nas células musculares 
lisas da parede vascular (16, 22). 
A resistência à insulina leva a um excesso de libertação de ácidos gordos do 
tecido adiposo que activa a proteína Cinase C e aumenta a produção de espécies 
reactivas de oxigénio (16). Uma vez que as concentrações de NO são reduzidas na DM, 
há um aumento da produção de vasoconstritores, como a endotelina-1 e angiotensina II 
(16, 25). O aumento de endotelina-1 activa o receptor para os produtos finais da 
glicosilação (RAGE). Devido à hiperglicemia, há formação de produtos finais da 
glicosilação (AGE) em excesso (por exemplo, a hemoglobina glicosilada em que um 
produto da glicose se liga à hemoglobina e altera a sua função). Os AGE produzidos em 
excesso ligam-se ao RAGE, que aumenta a activação de factores de transcrição como o 
factor nuclear κB (NF-κB) e do activador da proteína-1, citoquinas pró-inflamatórias 
(26). Estes factores regulam a expressão de vários genes mediadores da aterogénese, 
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como por exemplo, as moléculas de adesão leucocitária na superfície das células 
endoteliais e proteínas quimiotácticas monocíticas que recrutam os linfócitos e 
monócitos para a parede vascular (16). O factor tecidual também encontrado na placa de 
ateroma, é produzido em maior quantidade pelas células endoteliais em indivíduos com 
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Fig. 3: Efeitos da Diabetes mellitus sobre o endotélio e principais consequências 
Adaptado de Beckman et al. (2002)16 
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As plaquetas dos indivíduos com DM também sofrem alterações funcionais, que 
podem acentuar a progressão da aterosclerose e ter consequências após a ruptura das 














Tal como nas células endoteliais, níveis de glicose elevados também levam à 
activação da proteína cinase C, diminuição da produção de NO e aumento da formação 
de ROS nas plaquetas (27). Também provocam uma alteração na homeostasia do cálcio, 
com consequências na actividade normal das plaquetas, uma vez que o cálcio regula as 
alterações morfológicas, a secreção e a agregação plaquetária (16). Para além destes 
factos, indivíduos com DM também têm uma expressão aumentada de glicoproteínas na 
superfície das plaquetas que medeiam a interacção das plaquetas com o fibrinogénio e o 
factor de von Willebrand. 
Todos estes mecanismos podem ser a explicação para um maior potencial 
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Fig. 4: Alterações plaquetárias na Diabetes mellitus tipo 2. 
Adaptado de Haouari e Rosado (2008)27 
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A aterosclerose é uma patologia que afecta principalmente os países 
industrializados. Define-se como uma doença de evolução progressiva, na qual a 
gordura se acumula por baixo do revestimento interno da parede das artérias levando ao 
estreitamente das mesmas (figura 5). 
Alguns factores de risco envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose são o 
tabagismo, a Diabetes mellitus, a dislipidemia (elevadas concentrações de triglicerídeos 
e LDL (low density lipoprotein) e baixas concentrações de HDL (high density 
lipoprotein) no sangue), a hipertensão arterial, inactividade física e a predisposição 
genética (28, 29, 30). A aterosclerose torna-se evidente quando já se encontra num 
estado patológico avançado, havendo dificuldade na detecção precoce da doença. 
Os processos que levam ao aparecimento da aterosclerose são complexos e 
envolvem múltiplos sistemas interligados que regulam a actividade vascular, como a 
disfunção endotelial, a adesão de moléculas e os seus ligandos, o metabolismo dos 
lípidos, as cascatas da coagulação e fibrinolítica, a inflamação, o stress oxidativo e 
factores genéticos (figura 3) (28, 31). Mas o principal factor que desencadeia a 
aterosclerose é a perda de função do endotélio vascular com o aumento da sua 
permeabilidade (23). 
Fig. 5: Desenvolvimento em 8 estágios de uma placa de ateroma: 1) e 2) migração do LDL para o 
subendotélio e sua oxidação pelos macrófagos e células musculares lisas; 3) e 4) libertação de factores 
de crescimento e citoquinas atraindo mais monócitos; 6), 7) e 8) promoção do crescimento da placa 
de ateroma com acumulação de células espumosas e proliferação de células musculares lisas. 
Adaptado de Faxon et al. (2004)28 
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As principais consequências da aterosclerose são: (a) estreitamento das artérias, 
sendo que o fluxo sanguíneo insuficiente origina uma diminuição da provisão de 
oxigénio (isquemia), que se pode manifestar subitamente (isquemia aguda) ou de forma 
gradual (isquemia crónica); (b) e activação plaquetária resultante da ruptura das placas 
de aterosclerose, levando à formação de trombos plaquetários. 
 
1.2.3. Placa de ateroma e activação plaquetária 
 
As placas de ateroma são constituídas fundamentalmente por macrófagos, 
lípidos, leucócitos e factor tecidual. 
Inicialmente, células endoteliais disfuncionais (figura 5) recrutam monócitos e 
linfócitos T para a parede vascular arterial através de receptores de adesão. Os 
monócitos e linfócitos T acabam por se infiltrar na camada íntima da parede dos vasos 
sanguíneos por diapedese através de moléculas de adesão das células vasculares 
(CAMs). Há um aumento da permeabilidade endotelial para as lipoproteínas, leucócitos 
e outros mediadores inflamatórios. O aumento do número de lipoproteínas aterogénicas 
e linfócitos T na camada íntima estimula os monócitos a tornarem-se macrófagos. Estes 
ingerem partículas LDL oxidadas e tornam-se células espumosas (foam cells) (26). As 
células musculares lisas endoteliais migram também para a camada íntima do vaso 
sanguíneo onde proliferam e retêm lipoproteínas. Há um maior recrutamento de 
leucócitos e os agregados plaquetários passam a aderir ao endotélio lesado em reposta a 
uma variedade de mediadores inflamatórios que são secretados pelas células endoteliais 
disfuncionais que activam leucócitos, células do músculo liso e plaquetas. A inflamação 
é perpetuada pela constante produção de citoquinas por parte dos linfócitos T e 
macrófagos existentes na placa de ateroma (32). O recrutamento constante de células 
inflamatórias para a área de lesão do endotélio é o fenómeno que permite o crescimento 
da placa de ateroma.  
Existem evidências que sugerem que a hiper-lipoproteinemia, hipertensão 
arterial, diabetes mellitus, hiper-homocisteinemia, fumo do tabaco, entre outros, 
aumentam a inflamação, a resposta à lesão vascular e potenciam a cascata da 
coagulação, acelerando a trombogénese (32). 
Dada a importância e consequências resultantes da ruptura da placa de ateroma, 
a estabilização das placas coronárias tornou-se uma estratégia na manutenção dos 
Mestrado em Genética Molecular                                CAPÍTULO 1. DIABETES MELLITUS E ATEROSCLEROSE 
VARIABILIDADE GENÉTICA DAS GLICOPROTEÍNAS GPIbα E GPIIIa 33 
Possível associação com o risco trombótico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 
pacientes com doença arterial coronária (CAD). A formação de trombos plaquetários 
junto aos locais de ruptura das placas de aterosclerose é a causa primária de angina 
instável e, quando resulta na oclusão do vaso, causa enfarte do miocárdio (33). As 
placas de ateroma mais instáveis e susceptíveis à ruptura são as que apresentam uma 
capa fibrosa com maior quantidade de lípidos (34). O conteúdo de lípidos na placa de 
ateroma é determinado pela quantidade de células espumosas (35). 
Segundo Virchow, a ocorrência de trombose arterial depende da parede vascular 
arterial, das características que afectam o fluxo sanguíneo local (como a elevada tensão 
local e estase local) e factores sistémicos do sangue em circulação (como factores 
hormonais ou metabólicos, factores da hemóstase e elementos celulares) (36). 
A erosão ou ruptura da placa de ateroma leva à exposição do seu conteúdo ao 
sangue. A activação plaquetária é iniciada pela ligação de substâncias trombogénicas, 
como o colagénio, trombina, factor tecidual ou outros componentes libertados da placa 
de ateroma, a receptores localizados na superfície das plaquetas (37). 
A agregação das plaquetas é imediata após a exposição a estes componentes. 
Inicialmente, as plaquetas inactivadas em circulação reconhecem ligandos da 
matriz endotelial danificada, como o factor de von Willebrand e o colagénio, através de 
receptores glicoproteicos da sua membrana que permitem a aderência das plaquetas ao 
vaso sanguíneo.  
A ligação entre a glicoproteína plaquetária Ib-V-IX e o factor de von Willebrand 
e a união da GP Ia-IIa com o colagénio exposto na lesão endotelial, activam um fluxo 
de sinais (hidrólise dos fosfolípidos da membrana, mobilização do cálcio intracelular, 
fosforilação de proteínas intracelulares e secreção dos grânulos plaquetários) que levam 
à modificação conformacional e à activação da integrina αIIbβ3 ou glicoproteína IIb-
IIIa, que passa a expôr locais de elevada afinidade para o fibrinogénio na superfície das 
plaquetas, necessário para a agregação plaquetária (18, 37). Após a libertação do 
conteúdo dos grânulos intracelulares plaquetários (serotonina, ADP, tromboxano A2) 
são activadas outras plaquetas, promovendo a activação e agregação de mais plaquetas. 
Em condições normais há factores que limitam a progressão destes trombos 
como a reestruturação do endotélio (que produz prostaciclina e óxido nítrico que inibem 
a activação plaquetária) e a elevada actividade fibrinolítica (37). No entanto, o endotélio 
de indivíduos com DM sintetiza níveis diminuídos de prostaciclina e óxido nítrico (38), 
pelo que a formação do trombo continua.  
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A isquemia ocorre quando há uma interrupção do fluxo sanguíneo, impedindo a 
nutrição e oxigenação das células. Pode ser causada por aterosclerose obliterante ou 
pela formação de trombos. 
Podem diferenciar-se dois tipos de isquemia, a arterial e a venosa.  
Na isquemia arterial, a oclusão arterial pode ser causada quer por aterosclerose 
quer por formação de trombos sanguíneos (39, 40). Ocorre num contexto de elevada 
pressão, na qual a formação da placa de ateroma e a ruptura da mesma com a exposição 
de factor tecidual é provavelmente o estímulo inicial da formação de um coágulo (31). 
A composição deste trombo arterial consiste principalmente em plaquetas, colagénio e 
células musculares lisas que derivam da placa aterosclerótica (31). A trombose arterial 
ocorre principalmente na população mais idosa, causada por vários factores ambientais, 
como o tabaco, hipertensão arterial e colesterolemia, que podem agir sinergicamente 
com factores genéticos (41).  
O aparecimento da isquemia arterial no membro inferior causado pela 
aterosclerose é conhecido por doença arterial periférica. A doença arterial periférica 
pode ser diferenciada em 5 fases que poderão culminar com a formação de úlcera 
isquémica. O sinal mais frequente e mais precoce da existência de isquemia arterial no 
membro inferior é a claudicação intermitente, que se manifesta através de dor no 
membro inferior durante o exercício físico e que diminui rapidamente com o repouso. A 
fase 2 é caracterizada por algia em repouso mas sem lesão. Esta evolui para a fase 3, 
onde surge cianose fixa, principalmente do hálux. As fases finais são a gangrena e a 
úlcera isquémica (42, 43).  
A fisiopatologia da isquemia venosa é distinta da isquemia arterial (31). O início 
e a progressão de tromboembolismo venoso parece estar mais dependente da activação 
da cascata de coagulação do que da activação plaquetária (31). O trombo venoso é 
formado principalmente por fibrina (31) e é gerado pela activação da cascata de 
coagulação plasmática em locais de estase (baixa pressão sanguínea). A trombose 
venosa normalmente está associada a defeitos nas proteínas da coagulação e fibrinólise 
ou a anormalidade do fluxo sanguíneo (44). 
 
 VARIABILIDADE GENÉTICA DAS GLICOPROTEÍNAS  GPIbα E GPIIIa 35 
Possível associação com o risco trombótico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 
 
 





A plaqueta é uma célula sanguínea anucleada que se encontra na circulação 
sanguínea de forma não activada e que deriva da fragmentação do megacariócito (única 
célula poliplóide hematopoiética). 
A plaqueta tem entre 2 a 5 µm de diâmetro e 0,5 µm de espessura, sendo por 
isso, a mais pequena célula sanguínea em circulação (24). Tem um volume médio de 6 a 
10 fL e um tempo de semi-vida de 7 a 10 dias (24). 
As plaquetas estão envolvidas em diferentes processos celulares como, a) 
activação da hemóstase, em caso de lesão dos vasos, b) processo inflamatório, c) defesa 
antimicrobiana, d) crescimento de tumores, metástases e angiogénese (24).  
A plaqueta pode ser organizada em diferentes zonas, (A) a zona periférica, (B) a 
















Fig. 6: Estrutura da plaqueta em circulação. 
Adaptado de White (1979) 45 
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(A) Zona periférica composta pela membrana plasmática, com pequenas 
aberturas na superfície com contacto com o sistema canicular aberto, é constituída por: 
- glicocálix: superfície exterior da plaqueta que serve como barreira para 
separar o conteúdo interno do meio externo, e é uma estrutura dinâmica que 
serve de primeiro contacto. O glicocálix é coberto de glicoproteínas necessárias 
para a adesão, activação e agregação da plaqueta, para a interacção com outros 
elementos celulares e para a aceleração do processo de formação de coágulo; 
- área submembranar: área abaixo da membrana da zona periférica com 
importância na função da plaqueta.  
  
(B) Zona Sol-Gel, também denominada de zona de estrutura, é constituída por: 
- microtúbulos: com função no sistema de suporte do citosqueleto, 
envolvidos na alteração de forma e transformação interna; 
- microfilamentos: são filamentos de actina com função na fisiologia 
plaquetária. Em repouso, os filamentos de actina servem de matriz onde todos os 
organelos e outros componentes estruturais estão suspensos e os mantém 
afastados uns dos outros e da parede celular; 
- glicogénio; 
- vesículas lisas: observadas nos megacariócitos e difíceis de distinguir 
nas plaquetas. 
 
(C) Zona de organelos, constituída pelos organelos secretórios: 
- grânulos α: são os organelos mais abundantes na plaqueta variando 
entre 40-80 grânulos por plaqueta. O conteúdo dos grânulos α é rico em factor 
de von Willebrand (vWf), factor V, trombospondina, P-selectina e fibrinogénio; 
- grânulos densos: apresentam grande variabilidade morfológica, são 
menores que os grânulos α e em menor número. Existem entre 1 a 1,4 por 
plaqueta. O seu conteúdo é rico em cálcio; 
- lisossomas: existem entre 0 a 3 por plaqueta e acumulam fosfatase 
ácida. A função dos lisossomas plaquetários é desconhecida na hemóstase; 
- mitocôndrias: intervêm no metabolismo energético; 
- glicossomas: apresentam forma oval e contêm glicogénio.  
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(D) Sistema de membranas, constituído por: 
- complexo de Golgi: é evidente nos megacariócitos; 
- sistema canicular aberto: são invaginações da superfície da membrana 
formando túbulos através do citoplasma, que permitem a transferência de 
produtos entre a plaqueta e o plasma; 
- sistema tubular denso: encontra-se disperso pelo citoplasma; 
- complexos e membrana: pontos de intersecção entre o sistema canicular 
aberto e o sistema tubular denso; 
- retículo endoplasmático rugoso: raramente encontrado nas plaquetas em 
circulação, pois desaparece com a formação dos grânulos. 
 
A plaqueta possui pequenas quantidades de ácido ribonucleico mensageiro 
(RNAm) apesar de não ter núcleo. Por não ter núcleo, não pode transcrever RNAm para 
repôr os seus resíduos de RNAm derivados dos megacariócitos (44, 46). No entanto, 
após activação, as plaquetas podem traduzir o RNAm em proteínas, como é o exemplo 
da citoquina IL-1β (46). Todavia, a importância da síntese de proteínas na plaqueta 
ainda é um assunto pouco esclarecido e é possível que a maquinaria de tradução transite 
dos megacariócitos (44, 46).  
No momento da activação das plaquetas, estas libertam o conteúdo intracelular 
dos seus grânulos com efeito na activação e agregação plaquetária. Acredita-se que as 
plaquetas tenham um papel mais importante no desenvolvimento de trombose arterial 
que trombose venosa (3, 44). 
 
 
2.2. Polimorfismos de glicoproteínas plaquetárias 
 
As glicoproteínas (GP) que se encontram no glicocálix das plaquetas funcionam 
como receptores que possibilitam a adesão, a activação e a agregação das plaquetas.  
Dois dos principais receptores plaquetários envolvidos na hemóstase e trombose 
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Tabela 1: Função e ligandos das glicoproteínas plaquetárias Ib-V-IX e IIb-IIIa. 
Glicoproteína Principal função Ligandos 




Ib-V-IX Adesão plaquetária Trombina, vWf 
 
 
Como já referido no capítulo 
anterior, a exposição do subendotélio 
vascular resulta na imediata união da 
glicoproteína Ib-V-IX ao factor de von 
Willebrand e da adesão da glicoproteína 
Ia-IIa ao colagénio subendotelial. Estas 
ligações activam a GP IIb-IIIa que se 
liga ao fibrinogénio resultando na 
agregação plaquetária (figura 7). 
Assim sendo, qualquer diferença 
genética que possa alterar a expressão ou 
a actividade das glicoproteínas na 
superfície das plaquetas, podem 
influenciar a hemóstase (47). 
O impacto de alguns 
polimorfismos de glicoproteínas 
plaquetárias tem sido estudado como um 
eventual factor de risco de doenças 
trombóticas e hemorrágicas (tabela 2), no 







Fig. 7: Principais glicoproteínas envolvidas nas 
interacções plaqueta-plaqueta e plaqueta-matriz 
endotelial.  
Adaptado de Medicina Interna – Harrison; 
15ªEdição; MacGrawHill; pág. 376 (2002) 




 Factor de von Willebrand 
 
GP Ia-IIa 
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Tabela 2: Referências bibliográficas de alguns resultados respectivos aos polimorfismos nas 






Sem associação com 
isquemia arterial 
IIIa PlA1/A2 Leu33Pro 18, 48, 49 2, 7, 50, 51, 52, 53, 54, 55 
     
HPA-2 Thr145Met 8, 9, 54 7 
-5T/C - 41, 54, 55, 56 57, 58 Ibα 
VNTR - 8, 9 48, 55, 59 
 
Entende-se por polimorfismo as variações estáveis na sequência de ácido 
desoxiribonucleico (DNA) na qual dois ou mais alelos para um dado locus existe em 
mais de 1% dos cromossomas de uma população (54, 60). 
Um polimorfismo que se localize na sequência nucleotídica codificante e 
modifique o aminoácido pode alterar a estrutura, a antigenicidade ou a função da 
proteína que codifica. Se a variação genética se localiza em sequências nucleotídicas 
reguladoras pode alterar a transcrição ou a tradução do gene, afectando o fenótipo do 
organismo (54, 60). 
Os polimorfismos estudados no presente trabalho incluem os SNPs PlA1/A2 na GP 
IIIa e, o HPA-2 e o KOZAK na GP Ibα, e um VNTR na GP Ibα. 
 
2.2.1. Glicoproteína IIb-IIIa ou integrina αIIbβ3 
 
A glicoproteína IIb-IIIa (GP IIb-IIIa) ou integrina αIIbβ3 faz parte da família das 
integrinas, proteínas da matriz extracelular envolvidas na adesão e sinalização. A GP 
IIb-IIIa consiste em heterodímeros de subunidades α e β unidas por ligações não 
covalentes na proporção de 1:1 (61). 
As integrinas normalmente existem num estado ou de baixa ou de elevada 
afinidade que é alterado pela sinalização do citoplasma e a fosforilação dos seus 
domínios citoplasmáticos (44). Numa plaqueta não activada, a GPIIb-IIIa terá baixa 
afinidade para os seus ligandos, passando a um estado de elevada afinidade após a 
fosforilação dos seus domínios citoplasmáticos.  
As plaquetas expressam em repouso entre 50.000 e 80.000 GP IIb-IIIa (61). 
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A função da GPIIb-IIIa é intervir nas interacções plaqueta-plaqueta promovendo 
a agregação plaquetária, através dos seus ligando (tabela 1). A deficiência ou ausência 
da GP IIb-IIIa denomina-se de Trombastenia de Glanzmann. 
Estruturalmente, a integrina αIIbβ3 está acoplada à submembrana do 
citosqueleto pelas caudas de αIIb e β3.  
O gene da subunidade IIIa também denominado de integrina β3 (ITGB3), 
encontra-se no cromossoma 17, é constituído por 15 exões e origina uma proteína 
formada por 762 aminoácidos (61). É na GPIIIa da GPIIb-IIIa que se localiza o 
polimorfismo Pl A1/A2 ou HPA-1. 
O polimorfismo PlA1/A2 encontra-se no exão 2 (figura 8) e corresponde à 
substituição nucleotídica de uma Timina por uma Citosina na posição 1565 (T1565C) 
da GPIIIa. Uma vez que a substituição ocorre na segunda posição do codão CTG isto 








O alelo PlA1, o mais comum na população caucasiana, é aquele que na posição 
1565 apresenta a Timina; o alelo PlA2, o menos comum, é o que na posição 1565 tem 
uma Citosina. 
O polimorfismo PlA2 tem sido associado a um fenótipo hiper-reactivo das 
plaquetas, implicado na trombose arterial e no desenvolvimento de síndromes 
coronários instáveis (61). 
Foi pela primeira vez em 1996 que Weiss et al. identificaram que o fenótipo 
heterozigótico PlA1/A2 tinha um factor de risco significativo, levando à hiper-adesão 
plaquetária, logo a eventos trombóticos como enfarte do miocárdio e angina instável 
(18). No entanto, outros estudos demonstraram a falta de associação entre este 
polimorfismo e a presença de enfarte do miocárdio (53, 54). Alguns estudos posteriores 
apoiam a ideia de que o alelo PlA2 é um factor de risco pró-trombótico, consistente com 
a hiper-reactividade das plaquetas que apresentam este alelo para a GP IIb-IIIa (54).  
Fig. 8: Sequência do exão 2 da integrina  β3, com a localização do polimorfismo. 
Fonte: NCBI, referência DQ454156 
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Em doentes com DM tipo 2 também foram encontrados resultados controversos. 
Tschoepe et al. (2003) encontraram uma alta associação do alelo PlA2 com a DM tipo 2, 




A glicoproteína Ib-V-IX (GP Ib-V-IX) faz parte da família de proteínas com 
repetições ricas em leucina (leucine-rich repeat family). Esta glicoproteína é formada 
pelas subunidades GPIbα, GPIbβ, GPIX e GPV numa proporção estequiométrica de 
2:2:2:1. Todos estes polipéptidos são necessários para que a GP Ib-V-IX funcione (62). 
As plaquetas em repouso expressam aproximadamente 25.000 a 30.000 cópias 
de GP Ib-V-IX. É o segundo receptor mais frequente na plaqueta depois da integrina 
αIIbβ3 (63). 
A função da GP Ib-V-IX é intervir na activação da integrina αIIbβ3 e intervir nas 
interacções plaqueta- endotélio através do factor de von Willebrand, isto é, promover a 
adesão plaquetária ao endotélio lesado. A deficiência ou ausência de GP Ib-V-IX 
denomina-se de Síndrome de Bernard-Soulier. 
Estruturalmente, a glicoproteína Ibα está 
acoplada à submembrana do citosqueleto por 
filamina (figura 9). É nesta subunidade que se 
localiza a região que se liga ao factor de von 
Willebrand (62). Contém também, um local de 
elevada afinidade para a trombina no N-terminal 
(62). 
O gene da GP Ibα encontra-se no 
cromossoma 17 e é formado por 2 exões que 
são traduzidos numa proteína com 627 
aminoácidos. É na subunidade Ibα da GP Ib-V-
IX que se encontram os polimorfismos HPA-2, 
KOZAK e um VNTR. 
O polimorfismo KOZAK encontra-se na 
posição -5 “upstream” do codão de iniciação, ou 
seja, numa região muito próxima ao local onde 
Fig. 9: Representação da GP Ibα
63
. 
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se inicia a transcrição. Corresponde à substituição nucleotídica de uma Timina por uma 
Citosina (figura 10). O alelo -5T é o mais frequente. 
Vários trabalhos indicam que os nucleótidos que precedem o codão de iniciação 
AUG são importantes na eficiência da tradução nas células eucarióticas (64). Alguns 
investigadores acreditam que este polimorfismo se localiza numa zona importante para 
a ligação do ribossoma ao RNAm no momento da tradução do RNAm (65).  
Há evidências que indicam que o alelo -5C não altera a estrutura mas está 
associado ao aumento da expressão de GPIbα na superfície da plaqueta (52). É plausível 
que o aumento de densidade do receptor aumente a predisposição para se ligar ao factor 
von Willebrand, causando activação plaquetária (56). O alelo -5C também foi associado 
com eventos coronários agudos, mas não há resultados conclusivos (54). Apesar disso, 
tem sido consistente atribuir ao alelo -5C um factor de risco para eventos 
cerebrovasculares isquémicos (54). 
O polimorfismo “human platelet antigen- 2” (HPA-2) encontra-se numa região 
rica em leucinas da subunidade Ibα da glicoproteína Ib-V-IX, local correspondente à 
ligação com o factor de von Willebrand (figura 9) (57). Este polimorfismo situa-se na 
posição 482, no exão 1 do gene da GP Ibα. Corresponde à substituição de uma Citosina 
por uma Timina na segunda posição do codão ACG (figura 10). Esta substituição leva à 
Fig. 10: Sequência dos exões 1 e 2, interrompidos pela informação do intrão da GP Ibα, com a 
localização do polimorfismo KOZAK (vermelho), do polimorfismo HPA-2 (verde) e da sequência que 
se repete originando um VNTR (amarelo). 
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transição do aminoácido Treonina por uma Metionina na posição 145 (Tre145Met) da 
GPIbα. 
O alelo HPA-2a apresenta a base Citosina na posição 524 e é o mais frequente. 
O alelo HPA-2b apresenta a Timina e é o menos comum.  
Ulrichts et al. (2003) determinou que o polimorfismo HPA-2 não afecta o local 
de ligação da glicoproteína Ib-V-IX à trombina, mas influencia a conformação da região 
que contém o local de ligação ao factor de von Willebrand (66). Assim, o alelo HPA-2b 
tem sido relacionado com aumento do risco de doença arterial coronária em indivíduos 
com menos de 60 anos de idade, enfarte agudo do miocárdio e trombose coronária (54). 
O VNTR estudado na GP Ibα é uma repetição de 39 bp, originando uma 
repetição de 13 aminoácidos, que surge no fim do exão 1 e se prolonga para o intrão do 
gene da GP Ibα (figura 10). Este VNTR localiza-se na região de O-glicosilada (figura 9) 
denominada de região macroglicopeptídica rica em prolina, treonina e resíduos de serina 
(67). Como consequência, o local de ligação ao vWf estará mais distante da membrana 
da plaqueta e mais exposto em circulação, tornando-o mais acessível ao ligando, por 
isso pensa-se que este VNTR poderá estar associado a um risco aumentado de trombose 
(59). 
Os alelos distinguem-se pelo número de repetições da sequência demonstrada na 
figura 10. O alelo A tem 4 repetições da sequência, o alelo B tem 3 repetições, o alelo C 
apresenta 2 repetições e o alelo D tem uma única repetição. O alelo E encontra-se 
quando não há uma única repetição.  
A distribuição alélica varia consoante as populações estudadas, sendo o alelo C o 
mais comum na população caucasiana (54) 
Alguns estudos sugeriram que pode existir uma associação entre o alelo B (9, 10, 
45) e o risco de trombose arterial, assim como o alelo D (65) e o risco de trombose 
arterial. 
Já foi descrito um “linkage desiquilibrium” entre o VNTR da GPIbα e o HPA-2. 
Os alelos A e B deste VNTR com o HPA-2b, e os alelos C e D com o HPA-2a (68). 
Vários estudos sugerem que o alelo B do VNTR em conjunto com o HPA-2b pode ser 
considerado um factor de risco para CAD, enfarte do miocárdio e doença vascular 
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CAPÍTULO 3. VARIABILIDADE GENÉTICA DAS PLAQUETAS DE 




Como anteriormente referido, a isquemia arterial pode resultar ou da ruptura das 
placas de ateroma nas artérias e consequente formação de trombos, ou da presença de 
aterosclerose obliterante. No entanto, a extensão da resposta das plaquetas à ruptura da 
placa de ateroma varia entre indivíduos (5). Foi estimado que mais de 30% das 
variações naturais na reactividade, adesividade e agregabilidade plaquetárias estão 
relacionadas com herança genética, apesar de a trombose arterial resultar de interacções 
complexas entre factores ambientais e factores genéticos, que dependem da parede dos 
vasos sanguíneos e da reactividade das plaquetas (44, 69).  
A actividade normal das plaquetas é dependente da existência de glicoproteínas 
na sua superfície que têm papel fundamental na adesão, activação e agregação das 
plaquetas (31), como referido no capítulo anterior. Está descrito que qualquer alteração 
da expressão ou função nas glicoproteínas plaquetárias podem levar a hemorragias ou 
formação de trombos em situações patológicas (70). Polimorfismos em glicoproteínas 
das plaquetas podem ter efeitos funcionais e consequências clínicas, uma vez que estas 
glicoproteínas têm um papel importante na adesão, activação e agregação das plaquetas. 
Tem sido mais difícil associar variações genéticas ao aparecimento de trombose 
arterial do que a trombose venosa. No entanto, foram estudados polimorfismos no 
receptor plaquetário do fibrinogénio, a GP IIb-IIIa; nos receptores plaquetários do 
colágenio GP Ia-IIa e GP VI; em receptores plaquetários do factor de von Willebrand 
como a GP Ib-V-IX; em receptores plaquetários para o ADP, nomeadamente o receptor 
P2Y; no gene da síntese de óxido nítrico endotelial (eNOS); no gene da glutationa 
peroxidase (44). 
As conclusões obtidas nos diversos estudos realizados para verificar a 
associação destes polimorfismos com a presença de eventos trombóticos têm sido 
inconsistentes. Existem alguns factores que poderão ser responsáveis pelas divergências 
observadas: (a) o efeito de um único polimorfismo poderá ter pouco significado; (b) o 
tamanho da amostra estudada; (c) a pluralidade clínica nas diferentes doenças 
associadas a eventos trombóticos, como enfarte do miocárdio, angina instável, doença 
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arterial coronária, entre outros; (d) a frequência polimórfica pode variar 
significativamente entre e dentro de populações; (e) selecção dos pacientes e do grupo 
controlo; (f) o efeito de um polimorfismo genético poderá estar na maior parte das vezes 
associado com alterações específicas do meio ambiente (31). Por estas razões, 
considera-se que são necessários estudos em grupos específicos. 
Plaquetas obtidas de indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 apresentaram 
maior capacidade de adesão e agregação exagerada em resposta a agentes estimuladores 
(6). Verificou-se que nestes casos havia uma alteração da exposição e/ou abundância 
dos receptores glicoproteicos para agonistas (estimulantes) e proteínas de adesão na 
superfície da plaqueta (6).  
Alguns estudos indicam que a disfunção plaquetária é mais evidente em 
diabéticos com macro- e micro-angiopatia, enquanto que outros estudos mostram que 
esta disfunção possa estar relacionada com a presença de DM por si só (6). 
Um estudo desenvolvido por Tschoepe et al. demonstrou uma elevada 
associação entre o polimorfismo PlA1/A2 e indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 após 
a análise de 215 casos (49). No entanto, um estudo posterior desenvolvido por Marz et 
al. demonstrou que numa população de 3298 indivíduos não existiu associação entre o 
alelo PlA2 do polimorfismo PlA1/A2 e a presença de DM tipo 2 (51). Um estudo mais 
controverso foi realizado por Nomura et al., em que na população de indivíduos 
japoneses com e sem Diabetes mellitus tipo 2, não foi encontrado um único alelo PlA2, 
sendo a frequência deste de 0% na população japonesa estudada (71). 
Sabe-se agora que a prevalência dos diferentes alelos varia entre populações, 
uma vez que reflectem a etnia, a localização geográfica, o tempo que a variação 
genética se instalou na população (54). 
Na DM, os complexos mecanismos de regulação da actividade das plaquetas 
estão alterados: há um aumento de reactividade e adesão; a ligação entre agonista e 
receptor está amplificada; há aumento da capacidade para a formação de prostanóides; a 
formação de NO é menor; há resistência ao NO e às prostaciclinas; há aumento da 
mobilização de cálcio citoplasmático; há aumento da desgranulação dos grânulos α; o 
volume plaquetário é maior; o número de receptores de GP Ib e GP IIb-IIIa está 
aumentado; há aumento da glicosilação das proteínas de membrana e alteração da 
fluidez de membrana; são libertadas maiores quantidades de inibidor do activador do 
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plasminogénio (PAI-1) (22). Estas alterações estão ligadas às alterações funcionais 
provocadas pela DM. 
Na população portuguesa não existem estudos relacionados com a presença de 
polimorfismos nas glicoproteínas plaquetárias em doentes com Diabetes mellitus tipo 2.  
Sendo que as complicações macrovasculares, nomeadamente as cardiovasculares 
são a principal causa de morbilidade e mortalidade destes doentes, o principal objectivo 
deste trabalho será tentar esclarecer o papel que alguns polimorfismos das 
glicoproteínas plaquetárias têm no aparecimento de isquemia arterial do membro 
inferior em doentes com Diabetes mellitus tipo 2. 
Muitos dos receptores para agonistas nas plaquetas também têm sido usados 
como alvo dos fármacos para prevenir a formação de coágulos, nomeadamente, as 
integrinas e os receptores da trombina, ADP, prostaglandinas e lípidos. Assim, os 
resultados obtidos neste trabalho poderão contribuir para o estabelecimento de grupos 
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CAPÍTULO 4.  OBJECTIVOS 
 
 
A população alvo deste estudo são indivíduos caucasianos com Diabetes 
mellitus tipo 2 com o objectivo de analisar se a presença de isquemia arterial do 
membro inferior está associada à variabilidade genética de algumas glicoproteínas das 
plaquetas.  
Assim sendo, os objectivos específicos estabelecidos para este trabalho são: 
 
 (1) determinar a frequência alélica e genotípica dos polimorfismos PlA1/A2, 
KOZAK e HPA-2, e do VNTR da GPIbα num grupo controlo representativo da 
população portuguesa; 
 
(2) determinar a frequência alélica e genotípica dos polimorfismos PlA1/A2, 
KOZAK e HPA-2, e do VNTR da GPIbα em indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 
sem isquemia arterial do membro inferior; 
 
(3) determinar a frequência alélica e genotípica dos polimorfismos PlA1/A2, 
KOZAK e HPA-2, e do VNTR da GPIbα num grupo de indivíduos com Diabetes 
mellitus tipo 2 com isquemia arterial do membro inferior; 
 
(4) verificar a relação entre os quatro polimorfismos estudados e o aparecimento 
de Diabetes mellitus tipo 2; 
 
(5) verificar a relação entre os quatro polimorfismos estudados e o aparecimento 
de isquemia arterial do membro inferior em indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2; 
 
(5) estabelecer a frequência das diferentes combinações genotípicas dos 
polimorfismos estudados; 
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(6) estudar a relação dos polimorfismos com diferentes variáveis clínicas em 
ambos os grupos de estudo. 
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A amostra é constituída por um grupo controlo e um grupo de estudo formado 
por indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2. O grupo de indivíduos com DM tipo 2 foi 
subdividido em 2 sub-grupos: o sub-grupo de indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 
sem isquemia arterial do membro inferior e o sub-grupo de indivíduos com Diabetes 
mellitus tipo 2 com isquemia arterial no membro inferior. 
O grupo controlo é constituído por 121 indivíduos seleccionados ao acaso, que 
não apresentam nem Diabetes mellitus nem qualquer história de eventos trombóticos ou 
hemorrágicos, como enfarte do miocárdio, doença arterial periférica, embolia pulmonar, 
acidente vascular cerebral, angina de peito, trombose venosa profunda ou sangramento 
excessivo. Apresentam idades compreendidas entre os 17 e 56 anos, sendo 76,5% dos 
indivíduos deste grupo do sexo feminino. 
O grupo de indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 é formado por 122 
indivíduos. Destes 122 casos, 57 não apresentam isquemia arterial do membro inferior e 
25 apresentam isquemia arterial no membro inferior. Os restantes 40 casos não nos foi 
possível classificar quanto à presença ou ausência de isquemia arterial do membro 
inferior. A média de idades do grupo de indivíduos com DM tipo 2 é 65 ± 11 anos, 
sendo metade dos casos do sexo feminino.  
Os indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 foram diferenciados no sub-grupo 
com isquemia arterial e sem isquemia arterial no membro inferior de acordo com os 
parâmetros seguidos pelo Podologista, nomeadamente, pulso fraco ou ausente e índice 
braquial-tibial ≤0,9 (30). Outros factores foram usados para auxiliar no diagnóstico, 
como a pele fria, alteração da coloração cutânea (pálida, rubor, cianótica) e alteração do 
crescimento dos pêlos (pilificação), no entanto, estes factores não se verificando não 
excluem a doença arterial periférica (30, 32, 43). 
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A diferença na média de idades verificada entre os indivíduos que constituem o 
grupo controlo e os indivíduos que constituem o grupo DM tipo 2 deve-se ao facto de 
esta patologia ter especial incidência após a quarta década de vida. 
 
 
5.2. Amostra biológica  
 
De cada indivíduo foram obtidas células do epitélio bocal ou sangue venoso 
periférico por sistema de vácuo para 3 tubos com anticoagulante EDTA. Sempre que 
possível, para além da extracção de DNA, também foi feito o hemograma (tubo com 
anticoagulante EDTA), o doseamento do perfil lipídico dos indivíduos (tubo sem 
anticoagulante) e avaliação dos tempos de coagulação dos indivíduos (tubo com citrato 
trissódico 3,6%). 
As amostras biológicas dos indivíduos pertencentes ao grupo controlo foram 
colhidas dentro das instalações da CESPU,crl. 
A recolha das amostras dos indivíduos com Diabetes mellitus tipo 2 foi realizada 
nos Serviços de Podologia da CESPU, nomeadamente Hospital Nossa Senhora da 
Oliveira de Guimarães, Hospital Nossa Senhora da Conceição de Valongo e Unidade 
Clínica de Vila Nova de Famalicão. 
Todos os indivíduos que fazem parte do estudo assinaram um consentimento 
informado (anexo I). 
As questões éticas relacionadas com o estudo desenvolvido seguem os padrões 
estabelecidos pela Declaração de Helsínquia, adoptada em 1964 pela Associação 
Médica Mundial, que defende que «a investigação médica está sujeita a normas éticas 
que servem para promover o respeito por todos os seres humanos e para proteger a sua 
saúde e os seus direitos individuais», assim como o Decreto-Lei nº12/2005 de 26 de 
Janeiro – «Informação genética pessoal e informação de saúde». 
De todos os indivíduos que participaram no estudo foram também recolhidas 
outras variáveis, como a data de nascimento, índice de massa corporal, diâmetro 
abdominal, pressão arterial, hábitos tabágicos, história de eventos trombóticos e/ou 
hemorrágicos e história familiar de eventos trombóticos e/ou hemorrágicos. 
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5.3. Métodos 
 
5.3.1. Extracção de DNA 
 
O DNA foi extraído por um dos seguintes métodos, fenol-clorofórmio, kit 
INVITROGEN para extracção de DNA de sangue periférico (ref. K1820-02) ou kit 
Citogene para extracção de DNA a partir de células do epitélio bocal (ref. BUC100). 
Após a extracção e diluição do DNA, foi feita a sua quantificação por 
espectrofotometria a 260nm e avaliação da pureza através do rácio Absorvância 
260nm/Absorvância 280nm. Posteriormente, o DNA foi conservado a -20ºC. 
 
5.3.2. Amplificação génica 
 
A reacção de polimerase em cadeia (PCR) foi usada para a amplificação de 
fragmentos de DNA nos genes Ibα e IIIa. 
 
5.3.2.1. Gene IIIa ou integrina β3 
 
A sequência genética da glicoproteína IIIa foi retirada do NCBI (NM_000212). 
Amplificou-se a zona adjacente ao polimorfismo PlA1/A2 que se encontra no exão 
2. Os primers foram desenhados no programa Primer 3 e apresentam as características 
demonstradas na tabela 3. 
 





Sequência 5’→3’ Temperatura melting (ºC) Amplicão 
(F) GGACTTCTCTTTGGGCTCCT 59,82 
(R) CTGTCTCCAGAGCCCTTGTC 59,99 
172 bp 
 
Para o PCR usou-se uma “mix” formada por 2,5mM de desoxiribonucleótidos 
trifosfatados (dNTP’s), tampão da reacção, 0,1-1µM de cada primer, 1,5mM de 
Magnésio, água sem nucleases e 0,25U de Taq DNA polimerase. 
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As condições de amplificação foram 1 ciclo de desnaturação durante 5 min a 
94ºC, 35 ciclos formados por desnaturação, 45seg a 94ºC, emparelhamento ou 
“annealing”, 45seg a 57ºC e extensão, 45seg a 72ºC, e por fim um ciclo de extensão 
durante 7min a 72ºC. 
 
5.3.2.2. Gene Ibα 
 
A sequência genética da glicoproteína Ibα foi retirada do NCBI (NM_000173). 
Amplificou-se a região que contém o polimorfismo HPA-2 que se encontra no 
exão 1. Amplificou-se igualmente a zona que ladeia a posição -5 do codão de iniciação. 
Foi também amplificada a região que inclui o VNTR estudado (o amplicão apresenta 
diferentes tamanhos, dependendo do número de repetições).  
Os primers foram desenhados no programa Primer 3. As características dos 
mesmos são apresentadas na tabela 4, incluindo a temperatura de melting (Tm). 
 
Tabela 4: Características gerais dos primers forward (F) e reverse (R) usados nas reacções de PCR 
para os polimorfismos HPA-2, KOZAK e VNTR. 
 
Polimorfismo Sequência 5’→3’ Tm (ºC) Amplicão 
(F) GCCAGCCACCTAGAAGTGAA 60,40 
HPA-2 
(R) AAAAGCAAAAGGCAGGAGGT 60,24 
576 bp 
(F) AGGGGGATCCACTCAAGG 59,85 
KOZAK 
(R) AGGCGAGTGTAAGGCATCAG 60,42 
257 bp 
(F) CTGGAGCCCACTCCAAGC 61,97 
VNTR 
(R) TTGTGGCAGACACCAGGAT 60,10 
variável 
 
Para o PCR fizeram-se “mixes” individuais para cada polimorfismo, formada 
por 2,5mM de dNTP’s, tampão da reacção, 0,1-1µM de cada primer, 1,5mM de 
Magnésio, água sem nucleases e 0,25U de Taq DNA polimerase. As condições de 
amplificação para cada polimorfismo estudado na glicoproteína Ibα são resumidas na 
tabela 5, sabendo que a desnaturação inicial tem a duração de um ciclo, a desnaturação, 
emparelhamento e extensão formam uma sequência que ocorre 35 vezes nos 
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polimorfismos HPA-2 e KOZAK e 30 vezes no VNTR, e uma extensão final com a 
duração de um ciclo. 
 
Tabela 5: Condições relativas ao tempo e temperatura dos ciclos para amplificação dos 
polimorfismos da GP Ibα estudados. 
 
Ciclos HPA-2 KOZAK VNTR 
Desnaturação inicial  7min, 94ºC 5min, 94ºC 5min, 94ºC 
Desnaturação  45seg, 94ºC 45seg, 94ºC 45seg, 94ºC 
Emparelhamento  45seg, 58ºC 45seg, 57ºC 45seg, 58ºC 
Extensão 45seg, 72ºC 45seg, 72ºC 45seg, 72ºC 
Extensão final 7min, 72ºC 10min, 72ºC 10min, 72ºC 
 
 
5.3.3.Visualização dos produtos de amplificação 
 
Após o PCR, os produtos de amplificação foram submetidos a uma electroforese 
em gel de agarose, onde se confirmou a presença do amplicão e o seu peso em pares de 
bases (bp) assim como a ausência de contaminações através do controlo negativo. 
Como já indicado na tabela 3 e 4, os amplicões para o estudo do polimorfismo 
PlA1/A2 , HPA-2 e KOZAK têm 172bp, 576bp e 257bp, respectivamente. 
Relativamente ao VNTR estudado da GPIbα, é através do tamanho do amplicão 
que se distinguem os diferentes alelos. Assim, se o amplicão tiver 244bp trata-se do 
alelo A, o alelo B apresenta 205bp, o alelo C tem 166bp, o alelo D apresenta 127bp e o 
alelo E tem 88bp. 
 
5.3.4. Digestão enzimática 
 
Após a amplificação dos fragmentos de DNA de interesse para os SNPs 
estudados, os produtos de PCR ou amplicões foram digeridos com as enzimas MspI, 
BsuRI e LweI, para os polimorfismos PlA1/A2, KOZAK e HPA-2, respectivamente. 
A digestão enzimática possibilita a diferenciação dos alelos de cada 
polimorfismo, nomeadamente PlA1 e PlA2, HPA-2a e HPA-2b, e -5C e -5T. 
 
 
Mestrado em Genética Molecular                                  CAPÍTULO 5. MATERIAL E MÉTODOS 
VARIABILIDADE GENÉTICA DAS GLICOPROTEÍNAS  GPIbα E GPIIIa 58  
Possível associação com o risco trombótico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 
5.3.5. Visualização e análise dos produtos de digestão 
 
Todos os produtos de digestão foram analisados por electroforese em gel de 
agarose de 2 a 3%, onde foi incorporado o brometo de etídeo. A leitura dos géis de 
agarose foi realizada no transiluminador GelDoc da BioRad. 
Através da extrapolação dos tamanhos dos fragmentos observados no gel de 
agarose, usando uma ladder de 100bp (INVITROGEN, ref. 15628-019) e ladder low-
range (Fermentas, ref. SM1203), os padrões de restrição esperados são os indicados na 
tabela 6. 
Tabela 6: Padrão de restrição esperado para cada alelo. 
 
Polimorfismo Genótipos Tamanho dos fragmentos (bp) 
PlA1/A1 172 
PlA1/A2 172 + 133 + 39 Pl
A1/A2 
PlA2/A2 133 + 39 
HPA-2a/a 460 + 116 
HPA-2a/b 460 + 279 + 181 + 116 HPA-2 
HPA-2b/b 279 + 181 + 116 
-5T/T 142 + 115 
-5T/C 142 + 115 + 81 + 34 KOZAK 
-5C/C 142 + 81 + 34 
 
 
5.4. Análise e Tratamento dos Dados 
 
Os dados recolhidos para este estudo observacional do tipo caso-controlo foram 
tratados estatisticamente com o programa ‘Statistical Package for Social Sciences’ 
(SPSS) versão 16.0.  
Os resultados foram descritos estatisticamente, sujeitos a análise de clusters, 
regressão logística, teste de Mann-Whitney e teste do Qui-quadrado (χ2). Todos os 
resultados foram considerados significativos para um valor de p<0,05. 
 A base de dados utilizada encontra-se em suporte informático. 
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CAPÍTULO 6.  RESULTADOS 
 
 
Os 121 indivíduos que fazem parte do grupo controlo e os 122 casos com 
Diabetes mellitus tipo 2 pertencentes ao grupo de estudo foram analisados do ponto de 
vista genético para quatro polimorfismos, três SNPs e um VNTR. No grupo de estudo 
foi possível determinar dois sub-grupos quando caracterizados relativamente à isquemia 
arterial do membro inferior.  
Para além das variáveis genéticas, também são apresentadas resultados relativos 
a variáveis clínicas e análises laboratoriais bioquímicas, hematológicas e da coagulação. 
 
6.1. Características clínicas e laboratoriais dos grupos 
 
A tabela 7 expõe as características clínicas utilizadas para caracterização dos 
grupos em estudo. No anexo II encontram-se os valores de referências relativos aos 
parâmetros analisados. 
O primeiro aspecto que deve ser comentado é o facto da média das idades entre 
os grupos em estudo ser diferente, o que se justifica pelo facto de a Diabetes mellitus 
tipo 2 ser uma patologia associada principalmente a idades acima da quarta década de 
vida. 
Relativamente ao índice de massa corporal (IMC), os grupos de estudo com 
Diabetes mellitus tipo 2 apresentam maior percentagem de indivíduos com excesso de 
peso quando comparados com os indivíduos do grupo controlo, sendo que a maioria dos 
indivíduos do grupo controlo tem um peso normal de acordo com o cálculo do IMC. 
Quanto aos parâmetros da pressão arterial sistólica e diastólica, nenhum dos 
indivíduos que constituem o grupo controlo apresenta valores superiores aos 
estabelecidos como referência. O mesmo já não se verifica nos indivíduos pertencentes 
ao grupo estudo que apresenta Diabetes mellitus tipo 2. Relativamente à pressão arterial 
sistólica, menos de metade dos indivíduos que constituem o grupo DM tipo 2 tem 
valores superiores a 140mmHg. No entanto, quando analisados os dois sub-grupos com 
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DM tipo 2 classificados de acordo com a isquemia arterial do membro inferior, verifica-
se que a amostra que constitui o sub-grupo de DM tipo 2 sem isquemia arterial do 
membro inferior tem uma percentagem mais elevada de indivíduos com pressão arterial 
sistólica superior a 140mmHg. Esta situação não indica que estes indivíduos tenham 
hipertensão arterial visto que a medição da pressão arterial pode estar sujeita a factores 
secundários como o “síndrome da bata branca”.  
Os valores relativos ao diâmetro abdominal apresentam-se em concordância com 
os resultados obtidos relativamente ao IMC. 
Os indivíduos que constituem a nossa amostra são na sua maioria indivíduos 
não-fumadores. 
Um dos critérios de inclusão para o grupo controlo era não apresentar qualquer 
doença hemorrágica e/ou trombótica, como angina de peito, enfarte do miocárdio, 
acidente vascular-cerebral, trombose venosa profunda, doença arterial periférica, 
embolia pulmonar, sangramento excessivo, por isso, 0 indivíduos apresentam doenças 
trombóticas e/ou hemorrágicas neste grupo. No entanto, observa-se que a percentagem 
de indivíduos pertencentes ao sub-grupo DM tipo 2 com isquemia arterial do membro 
inferior apresenta uma percentagem menor relativamente à presença de doenças 
trombóticas e/ou hemorrágicas que não a doença arterial periférica comparativamente 
com o sub-grupo DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro inferior.  
A maior parte dos indivíduos pertencentes aos grupos de estudo não apresenta 
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Sexo (%)     
    Feminino 76,5 50 56,1 36,0 
    Masculino 23,5 50 43,9 64 
Idade (anos)     
   Média ± desvio padrão (Χ±δ) 23,9 ± 7,2 65 ± 11 65 ± 12 66 ± 11 
   Mínimo 17 27 27 47 
   Máximo 56 85 83 85 
   Moda 21 70,72 72 79 
Índice de massa corporal (%)     
   Baixo peso 13,3 0 0 0 
   Peso normal 69,4 19,8 17 16,7 
   Excesso de peso 14,3 50,5 53,2 55,6 
   Obeso 3,1 29,7 29,8 27,8 
Pressão arterial sistólica (%)     
   Inferior ou igual a 140 100 54,3 39,6 65,2 
   Superior a 140 0 47,7 60,4 34,8 
Pressão arterial diastólica (%)     
   Inferior ou igual a 90 100 88,8 90,6 82,6 
   Superior a 90 0 11,2 9,4 17,4 
Diâmetro abdominal     
   Média ± desvio padrão (Χ±δ) 81,6 ± 9,2 101 ± 13 103 ± 12 105 ± 13 
   Mínimo 65 78 83 78 
   Máximo 108 137 137 124 
   Moda 88 106,107,108 107 108 
Hábitos tabágicos (%)     
   Fumador 14,7 5,7 8,8 4 
   Ex-fumador 8,8 28,7 15,8 56 
   Não-fumador 76,5 65,6 75,4 40 
Doenças trombóticas e/ou 
hemorrágicas (%) 
    
   Sim 0 42,6 52,6 52 
   Não 100 57,4 47,4 48 
Antecedentes familiares com doenças 
trombóticas e/ou hemorrágicas (%) 
    
   Sim 46,1 39,3 29,8 52 
   Não 53,9 60,7 70,2 48 
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Na tabela 8, 9 e 10 apresentam-se as variáveis relacionadas com o perfil 
hematológico, parâmetros bioquímicos, incluindo o perfil lipídico e o perfil de 
coagulação. No anexo II encontram-se os valores de referências relativos aos 
parâmetros que permitem distribuir os indivíduos pertencentes a cada grupo nas 
diferentes categorias. 
A tabela 8 apresenta os parâmetros hematológicos estudados nos indivíduos que 
constituem os diferentes grupos em estudo. 
Verifica-se que a maioria dos indivíduos que constituem os diferentes grupos 
apresentam as características hematológicas analisadas dentro dos valores de referência.  
 










GV (%)     
    Baixo 2,8 14,7 12 21,1 
    Normal 91,5 79,4 86 73,7 
    Elevado 5,6 5,9 2 5,3 
Hematócrito (%)     
   Baixo 31 43,4 48 52,6 
   Normal 69 55,6 52 47,4 
   Elevado 0 1 0 0 
Hemoglobina (%)     
   Baixo 8,5 30,1 29,4 42,1 
   Normal  90,1 65 66,7 52,6 
   Elevado 1,4 4,9 3,9 5,3 
Leucócitos (%)     
   Baixo 0 9,7 11,8 15,8 
   Normal  93 87,4 84,3 84,2 
   Elevado  7 2,9 3,9 0 
Plaquetas (%)     
   Baixo 0 11,2 9,8 21,1 
   Normal  87,7 73,5 70,6 63,2 
   Elevado 12,3 15,3 19,6 15,8 
 
A tabela 9 apresenta os resultados bioquímicos referentes ao perfil lipídico e 
níveis de glicose em jejum dos indivíduos que constituem os grupos estudados. 
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De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que 50% dos indivíduos que 
constituem o grupo controlo apresentarem níveis de colesterol elevados, sendo a média 
de idades deste grupo de aproximadamente 24 anos. Nos restantes grupos observa-se 
que a percentagem referente aos indivíduos com colesterol superior aos níveis normais é 
inferior ou igual a 40%. 
Relativamente ao HDL colesterol (high density lipoprotein), grande parte dos 
indivíduos que constituem o grupo controlo apresentam baixo risco cardiovascular ao 
contrário do que se observa nos grupos constituídos por indivíduos com DM tipo 2 que 
apresentam risco cardiovascular intermédio. 
Os parâmetros LDL colesterol (low density lipoprotein) e triglicerídeos 
encontram-se dentro dos parâmetros normais na maior parte dos indivíduos que 
constituem os diferentes grupos. 
Como seria de esperar, existe uma maior percentagem de indivíduos com 
elevados níveis de glicose nos grupos constituídos por indivíduos com DM tipo 2 em 
relação aos indivíduos do grupo controlo. 
O parâmetro de hemoglobina glicosilada (HbA1C) tem interesse neste estudo 
nos indivíduos com DM tipo 2 uma vez que reflecte a concentração sanguínea de 
glicose nas últimas 3 a 5 semanas. De acordo com os resultados observados, verifica-se 
que a maioria dos indivíduos com DM tipo 2 incluídos neste estudo apresenta valores de 
HbA1C superiores aos valores de referência (valor de referência <6,5% para indivíduos 
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Tabela 9: Dados provenientes do perfil lipídico e dos níveis de glicose em jejum dos indivíduos que 










Colesterol (%)     
   Normal  50 65,1 63,2 60 
   Elevado  50 34,9 36,8 40 
HDL colesterol (%)     
Risco cardiovascular elevado 15,4 30,9 35,1 15,4 
Risco cardiovascular intermédio 38,5 64,2 64,9 69,2 
Baixo risco cardiovascular 46,2 4,9 0 15,4 
LDL colesterol (%)     
   Normal  75 71 57,7 70 
   Elevado  25 29 42,3 30 
Triglicerídeos (%)     
   Normal  80,5 67,9 59,5 71,4 
   Risco cardiovascular acrescentado 19,5 19,8 27 21,4 
   Risco cardiovascular elevado 0 12,3 13,5 7,1 
Glicose (%)     
   Normal  97,5 19,6 16,7 23,5 
   Elevado  2,5 80,4 83,3 76,5 
Hb A1C (%)     
   Média ± desvio padrão - 8±2 7,8±1,8 7,1±1,8 
   Mínimo - 4,5 5,1 4,5 
   Máximo - 15,0 11,6 10,8 
 
A tabela 10 apresenta os resultados referentes ao perfil de coagulação nos 
indivíduos incluídos no estudo, atendendo aos valores de referência dos parâmetros 
analisados (anexo II). 
Relativamente ao tempo de protrombina verifica-se que à excepção do sub-
grupo de indivíduos com DM tipo 2 e isquemia arterial do membro inferior, os valores 
se encontram dentro dos limites de referência. Uma possível explicação para 50% dos 
indivíduos apresentarem tempo de protrombina elevado é o número mais reduzido de 
indivíduos que constituem este grupo (n=25).  
Os parâmetros referentes ao tempo de tromboplastina parcial activada e tempo 
de trombina encontram-se dentro dos intervalos normais na maioria dos indivíduos 
incluídos nos grupos estudados. 
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Tabela 10: Resultados referentes ao perfil de coagulação dos grupos estudados. 
 








Tempo protrombina (%)     
    Baixo 0 3,4 2,2 10 
    Normal  72,9 56,9 58,7 40 
    Elevado  27,1 39,7 39,1 50 
Tempo tromboplastina parcial 
activada (%) 
    
    Baixo 1,7 1,7 2,2 0 
    Normal 91,5 56,7 52,2 60 
    Elevado 6,8 41,7 45,7 40 
Tempo trombina (%)     
    Normal  100 98,2 97,9 100 
    Elevado  0 1,8 2,1 0 
 
 
6.2. Distribuição das frequências genotípica e alélica 
 
Atendendo que o objectivo principal deste estudo prende-se com a análise de 
polimorfismos genéticos, apresenta-se de seguida a descrição das frequências 
genotípicas (tabela 11) e alélicas (tabela 12) encontradas nos diferentes grupos e sub-
grupos em estudo após observação e registo dos padrões de restrição dos polimorfismos 
(figura 11, 12, 13 e 14). 
A figura 11 representa um gel de electroforese de 2% de agarose com os 
produtos de restrição de diferentes amostras biológicas após a digestão com a enzima de 
restrição LweI. Neste gel, encontram-se dois dos padrões de restrição possíveis para o 
polimorfismo HPA-2 e os respectivos pares de bases (bp) dos fragmentos, extrapolados 
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A figura 12 representa um gel de electroforese a 2% de agarose com os produtos 
de restrição de diferentes amostras biológicas após a digestão com a enzima de restrição 
MspI. Neste gel, encontram-se os diferentes padrões de restrição possíveis para o 
polimorfismo PlA1/A2 e os respectivos pares de bases (bp) dos fragmentos possíveis, 











A figura 13 representa um gel de electroforese de agarose a 3% com os produtos 
de restrição de diferentes amostras biológicas após a digestão com a enzima de restrição 
BsuRI. Neste gel, encontram-se os padrões de restrição esperados para o polimorfismo 
KOZAK e os respectivos pares de bases (bp) dos fragmentos possíveis, extrapolados 





Fig. 12: Gel de electroforese a 2% com produtos de digestão para o polimorfismo 
Pl
A1/A2
 utilizando a ladder O´GeneRuler low-range da Fermentas.  Linha 1: genótipo 
Pl
A2/A2
; Linha 2: genótipo Pl
A1/A1
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Fig. 11: Gel de electroforese a 2% com produtos de digestão para o polimorfismo HPA-2 
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A figura 14 representa um gel de electroforese de 2% de agarose com os 
produtos de amplificação de diferentes amostras biológicas após um PCR para a análise 
do VNTR estudado na GPIbα. Neste gel, encontram-se algumas das bandas que podem 
surgir associadas a este VNTR quando utilizado um par de primers específico, e o 
respectivo par de bases (bp) de alguns desses amplicões, extrapolados com a ajuda de 











As diferentes frequências genotípicas observadas nos diferentes grupos e sub-
grupos para os polimorfismos estudados apresentam-se na tabela 11 e no gráfico 1. 
Em relação ao polimorfismo HPA-2 verifica-se que o genótipo homozigótico 
para o alelo a (HPA-2aa) é o mais frequente. Este genótipo apresenta valores 
percentuais inferiores no grupo controlo do que nos restantes grupos em estudo. Um 
outro aspecto a apontar neste polimorfismo é o facto de o genótipo HPA-2bb surgir 
apenas no grupo constituído por indivíduos com DM tipo 2, embora numa percentagem 
de 0,8% (tabela 11). 
Fig. 14: Gel de electroforese a 2% com os amplicões para o VNTR da GPIbα utilizando a 
ladder 100bp da Invitrogen à esquerda e a ladder 10bp da Invitrogen à direita. Linha 1: 






Fig. 13: Gel de electroforese a 3% com produtos de digestão para o polimorfismo 
KOZAK -5C/T utilizando a ladder 50bp da Invitrogen. Linha 1: genótipo -5T/T; Linha 
2: genótipo -5T/C; Linha 3: genótipo -5C/C 
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Relativamente ao polimorfismo PlA1/A2 verifica-se que o genótipo PlA1/A1 é o 
mais frequente. O genótipo PlA2/A2 apresenta a percentagem mais baixa no grupo 
controlo. Os indivíduos pertencentes ao sub-grupo DM tipo 2 com isquemia arterial do 
membro inferior são aqueles que apresentam maior proporção do genótipo PlA2/A2. 
Quando analisados os resultados das frequências genotípicas para a distribuição 
do polimorfismo KOZAK nos diferentes grupos e sub-grupos observa-se que o genótipo 
TT é o mais frequente. O genótipo CC encontra-se em percentagens superiores nos 
indivíduos com DM tipo 2. Também se verifica que quando comparando os dois sub-
grupos constituídos por indivíduos com DM tipo 2 com e sem isquemia arterial do 
membro inferior, a percentagem do genótipo CC é ainda maior no sub-grupo DM tipo 2 
com isquemia arterial do membro inferior. 
De acordo com os resultados obtidos relativamente à frequência genotípica do 
VNTR estudado da GPIbα, observa-se que o genótipo CC é o mais frequente em todos 
os grupos e sub-grupos estudados. No grupo controlo os genótipos CC e CB são os mais 
frequentes, enquanto que nos restantes grupos estudados os genótipos CC e CD são 
predominantes. Verifica-se que o genótipo DD só surge em indivíduos com DM tipo 2, 
assim como o genótipo CE só aparece em indivíduos pertencentes ao grupo controlo. 
 
Tabela 11: Frequências genotípicas obtidas nos diferentes grupos para os polimorfismos estudados, 
expressas em percentagem. 
Polimorfismo Genótipos Grupo 
controlo (%) 
Grupo DM 





aa 80 88,3 91,2 92 
ab 20 10,8 8,8 8 HPA-2 
bb 0 0,8 0 0 
A1/A1 67,2 73,6 77,2 76 
A1/A2 30,3 23,1 19,3 20 Pl A1/A2 
A2/A2 2,5 3,3 3,5 4 
TT 73,6 75,8 71,9 88 
CT 25,6 20,8 26,3 4 KOZAK 
CC 0,8 3,3 1,8 8 
BC 17,4 6,6 7 4 
CC 70,2 76 75,4 80 
CD 11,6 15,7 15,8 16 
DD 0 1,7 1,8 0 
VNTR 
CE 0,8 0 0 0 
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À semelhança da análise feita para as frequências genotípicas foi analisada a 
distribuição das frequências de cada alelo para cada polimorfismo nos diferentes grupos 
e sub-grupos estudados (tabela 12 e gráfico 2). 
Pode-se observar que os alelos mais frequentes nos grupos e sub-grupos 
estudados são o HPA-2a, PlA1, -5T para o KOZAK e o alelo C do VNTR.  
Destaca-se ainda o facto de o alelo -5C do polimorfismo KOZAK apresentar 
uma percentagem superior no sub-grupo DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro 
inferior em comparação com o grupo controlo. 
Da mesma forma se verifica que os dois alelos do VNTR mais frequentes no 
grupo controlo são o alelo C e B, ao contrário dos restantes grupos estudados em que os 
alelos C e D são os mais comuns. 










HPA-2a 0,9 0,94 0,96 0,96 HPA-2 
HPA-2b 0,1 0,06 0,04 0,04 
PlA1 0,82 0,85 0,87 0,86 
Pl A1/A2 
PlA2 0,18 0,15 0,13 0,14 
-5T 0,86 0,86 0,85 0,9 
KOZAK 
-5C 0,14 0,14 0,15 0,1 
B 0,087 0,03 0,04 0,02 
C 0,851 0,87 0,87 0,9 
D 0,058 0,10 0,09 0,08 
VNTR 













aa ab bb A1/A1 A1/A2 A2/A2 TT CT CC BC CC CD DD CE


















Grupo DM tipo 2
Sub-grupo DM não-isquémico
Sub-grupo DM isquémico
Gráfico 2: Distribuição gráfica das frequências genotípicas nos diferentes grupos. 
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  6.2.1. Comparação com outras populações 
 
A tabela 13 mostra as frequências alélicas obtidas dos polimorfismos estudados 
no nosso grupo controlo representativo da população portuguesa, em comparação com 
as frequências alélicas para a população caucasiana determinada noutros estudos.  
Quando comparados os resultados obtidos para o grupo controlo com as 
frequências relativas à população caucasiana, verifica-se que não há grandes diferenças 
entre elas. 
Tabela 13: Comparação das frequências alélicas obtidas no grupo controlo com as frequências 
alélicas para os mesmos polimorfismos na população caucasiana, de acordo com a bibliografia 
consultada. 
Polimorfismo Alelos Grupo controlo População caucasiana 
HPA-2a 0,9 0,91-0,93 (54) HPA-2 
HPA-2b 0,1 0,06-0,09 (54) 
PlA1 0,82 0,84-0,89 (54) 
Pl A1/A2 
PlA2 0,18 0,11-0,15 (54) 
-5T 0,86 0,861 (72) 
KOZAK 
-5C 0,14 0,139 (72) 
A 0 0,001 (54) 
B 0,087 0,07-0,1 (54) 
C 0,851 0,80-0,84 (54) 
D 0,058 0,08-0,11 (54) 
VNTR 














HPA-2a HPA-2b PlA1 PlA2 -5T -5C B C D E













Grupo DM tipo 2
Sub-grupo DM não-isquémico
Sub-grupo DM isquémico
Gráfico 2: Distribuição gráfica das frequências alélicas nos diferentes grupos. 
Mestrado em Genética Molecular                                  CAPÍTULO 6. RESULTADOS 
 
VARIABILIDADE GENÉTICA DAS GLICOPROTEÍNAS  GPIbα E GPIIIa 71  
Possível associação com o risco trombótico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 
As tabelas 14 e 15 mostram as frequências genotípicas obtidas dos 
polimorfismos HPA-2, PlA1/A2, KOZAK e VNTR no grupo controlo representativo da 
população portuguesa, e a comparação com as frequências genotípicas referentes à 
população caucasiana determinada noutros estudos. Os resultados obtidos não diferem 
muito em comparação com as diferentes amostras de população caucasiana. Para o 
VNTR da GPIbα verifica-se que no grupo controlo não foram encontrados todos os 
genótipos já descritos na população caucasiana. 
 
Tabela 14: Comparação das frequências genotípicas obtidas, em percentagem, no grupo controlo 
com as frequências genotípicas obtidas para os polimorfismos HPA-2 e Pl 
A1/A2 
noutras populações 
caucasianas, de acordo com a bibliografia consultada. 










aa 80 83,7 (7)     
ab 20 15,3 (7)    HPA-2 
bb 0 1 (7)    
A1/A1 67,2 71,6 (51) 74,4 78,5 64 
A1/A2 30,3 25,7 (51) 23,3 18,2 31 Pl A1/A2 
A2/A2 2,5 2,8 (51) 2,3 3,3 5 
 
Tabela 15: Comparação das frequências genotípicas obtidas, em percentagem, no grupo controlo 
com as frequências genotípicas obtidas para os polimorfismos KOZAK e VNTR na população 
caucasiana. 
Polimorfismo Genótipos Grupo controlo População caucasiana (65) 
-5T/T 73,6 77 
-5T/C 25,6 21,7 KOZAK 
-5C/C 0,8 1,3 
AC 0 0,1 
BB 0 0,7 
BC 17,4 13,4 
BD 0 1,3 
CC 70,2 72,6 
CD 11,6 11 
DD 0 0,8 
VNTR 
CE 0,8 0,1 
 
 
6.3. Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
 
O princípio de equilíbrio de Hardy-Weinberg permite verificar se as frequências 
genotípicas observadas e esperadas estão em equilíbrio tendo em conta as características 
da população. 
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As frequências observadas e as frequências esperadas para cada um dos 
polimorfismos HPA-2, PlA1/A2, KOZAK e VNTR nos diferentes grupos estão descritas 
na tabela 16. 
Face aos resultados obtidos e descritos na tabela 16 no que diz respeito ao grupo 
controlo, verifica-se que os indivíduos deste grupo estão de acordo com o equilíbrio de 
Hardy-Weinberg. A partir destes resultados podem analisar-se os restantes grupos. 
No sub-grupo Diabetes mellitus tipo 2 com isquemia arterial do membro inferior 
denota-se que há um desequilíbrio para o polimorfismo KOZAK (tabela 16) (χ2>3,84, 
p=0,05), o que significa que há diferenças estatisticamente significativas entre as 
frequências esperadas e observadas para este polimorfismo neste sub-grupo. As 
diferenças encontradas são principalmente causadas por uma frequência maior de 
observações no genótipo CC face ao esperado. 
Tabela 16: Frequências observadas e esperadas (entre parêntesis) nos diferentes grupos para os 
polimorfismos estudados.  *Foram encontradas diferenças estatisticamente significativas. 








aa 96 (97,2) 106 (105,6) 52 (52,44) 23 (23) 
ab 24 (21,6) 13 (13,2) 5 (4,39) 2 (1,92) HPA-2 
bb 0 (1,2) 1 (1,2) 0 (0,17) 0 (0,08) 
A1/A1 80 (79,73) 89 (87,12) 44 (43,32) 19 (18,5) 
A1/A2 36 (35,7) 28 (31,46) 11 (13,11) 5 (6) Pl A1/A2 
A2/A2 3 (3,57) 4 (2,42) 2 (0,57) 1 (0,5) 
TT 89 (89,54) 91 (88,8) 41 (41,04) 22 (20,25) * 
CT 31 (29,04) 25 (28,8) 15 (14,82) 1 (4,5) * KOZAK 
CC 1 (2,42) 4 (2,4) 1 (1,14) 2 (0,25) * 
BC 21 (18,15) 8 (6,05) 4 (3,99) 1 (0,9) 
CC 85 (87,12) 92 (91,96) 43 (43,32) 20 (20,25) 
CD 14 (11,98) 19 (21,05) 9 (9,12) 4 (4,05) 
CE  1 (0,85) 0  0 0 
VNTR 
DD 0 (0,363) 2 (1,21) 1 (0,46) 0 (0,20) 
 
 
6.4. Análise estatística 
 
Uma vez que as condições para a realização de um teste de associação ou 
independência do χ2 não se verificarem por existir uma percentagem elevada de células 
com frequências esperadas inferior a 5 (tabela 17), não pode ser feito este teste 
estatístico para determinar se há ou não diferenças estatisticamente significativas entre 
as frequências genotípicas entres os diferentes grupos. 
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Tabela 17: Frequências genotípicas observadas e esperadas (entre parêntesis) para os 
polimorfismos analisados nos diferentes grupos e sub-grupos estudados. 
Genótipos Grupo Controlo Grupo DM tipo 2 




HPA-2aa 96 (101) 106 (101) 52 (52,13) 23 (22,87) 
HPA-2ab 24 (18,5) 13 (18,5) 5 (4,87) 2 (2,13) 
HPA-2bb 0 (0,5) 1 (0,5) 0 (0) 0 (0) 
PlA1/A1 80 (83,80) 89 (85,20) 44 (43,79) 19 (19,21) 
PlA1/A2 36 (31,73) 28 (32,27) 11 (11,12) 5 (4,88) 
PlA2/A2 3 (3,47) 4 (3,53) 2 (2,09) 1 (0,91) 
KOZAK -5T/T 89 (90,37) 91 (89,63) 41 (43,79) 22 (19,21) 
KOZAK -5T/C 31 (28,12) 25 (27,88) 15 (11,12) 1 (4,88) 
KOZAK -5C/C 1 (2,51) 4 (2,49) 1 (2,09) 2 (0,91) 
VNTR BC 21 (14,5) 8 (14,5) 4 (3,48) 1 (1,52) 
VNTR CC 85 (88,5) 92 (88,5) 43 (43,79) 20 (19,21) 
VNTR CD 14 (16,5) 19 (16,5) 9 (9,04) 4 (3,96) 
VNTR CE 1 (0,5) 0 (0,5) - - 
VNTR DD 0 (1) 2 (1) 1 (0,70) 0 (0,30) 
 
 
Executou-se um teste de independência do χ2 com junção de classes (genótipos), 
nomeadamente, os genótipos que apresentavam o alelo polimórfico considerado de risco 
(genótipo homozigótico polimórfico e o genótipo heterozigótico) (tabela 18 e 19). 
Verifica-se que não parece haver associação entre os genótipos com o alelo 
polimórfico em comparação com o genótipo que não apresenta esse alelo, quer quando 
analisados os grupos controlo e DM tipo 2 (tabela 18), quer quando comparados os 
indivíduos pertencentes aos dois sub-grupos de DM tipo 2 com e sem isquemia arterial 
do membro inferior (tabela 19). 
Tabela 18: Frequências genotípicas observadas e esperadas (entre parêntesis) para os três SNPs 
estudados no grupo controlo e no grupo DM tipo 2, utilizando o teste χ2 para comparar as 
frequências entre os grupos. 
Genótipos Grupo Controlo Grupo DM tipo 2 p 
HPA-2a/a 96 (101) 106 (101) 
HPA-2a/b + HPA-2b/b 24 (19) 14 (19) 
0,077 
PlA1/A1 80 (83,8) 89 (85,2) 
PlA1/A2 + PlA2/A2 39 (35,2) 32 (35,8) 
0,283 
-5T/T 89 (90,4) 91 (89,6) 
-5C/T + -5C/C 32 (30,6) 29 (30,4) 
0,684 
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Tabela 19: Frequências genotípicas observadas e esperadas (entre parêntesis) para os três SNPs 
estudados no sub-grupo DM tipo 2 não isquémico e no sub-grupo DM tipo 2 isquémico, utilizando o 
teste χ2 para comparar as frequências entre os sub-grupos. 
Genótipos Grupo DM não isquémico Grupo DM isquémico p 
HPA-2a/a 52 (52,1) 23 (22,9) 
HPA-2a/b + HPA-2b/b 5 (4,9) 2 (2,1) 
0,908 
PlA1/A1 44 (43,8) 19 (19,2) 
PlA1/A2 + PlA2/A2 13 (13,2) 6 (5,8) 
0,906 
-5T/T 41 (43,8) 22 (19,2) 




Foi utilizado o teste estatístico Mann-Whitney que permite comparar dois grupos 
independentes, detectando diferenças entre eles (76). Foram analisadas as diferenças 
para os quatro polimorfismos estudados comparando os indivíduos pertencentes ao 
grupo controlo e indivíduos pertencentes ao grupo com DM tipo 2. Foi realizado o 
mesmo método estatístico para comparação dos resultados dos quatro polimorfismos 
entre os sub-grupos com DM tipo 2 com ou sem isquemia arterial do membro inferior. 
A tabela 20 mostra os valores de p obtidos pelo teste de Mann-Whitney em todos os 
casos. 
De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que existem diferenças 
estatisticamente significativas para o polimorfismo VNTR quando comparados os 
grupos controlo e DM tipo 2 (p<0,05). Quando comparados os indivíduos pertencentes 
aos grupos DM tipo 2 com e sem isquemia arterial do membro inferior não se encontrou 
nenhuma diferença estatisticamente significativa para nenhum dos polimorfismos 
estudados. 
 
Tabela 20: Valores de p obtidos pelo teste de Mann-Whitney. *Foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas. 
 Variável PlA1/A2 HPA-2 KOZAK VNTR 
DM tipo 2 0,336 0,111 0,790 0,021* 
     p 
Isquemia arterial do 
membro inferior 
0,935 1,0 0,163 0,980 
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6.5. Análise de clusters 
 
A análise de clusters permite detectar grupos homogéneos das variáveis 
analisadas.  
Foi empregue a medida de Pearson para agrupar as variáveis uma vez que na sua 
maioria são variáveis nominais e ordinais (77). Uma vez que não há nenhum método 
hierárquico recomendado na literatura (77) realizaram-se e compararam-se vários 
métodos.  
Os três métodos de agregação utilizados foram o da distância média entre 
clusters ou “Average linkage between groups” (figura 15), o da distância média dentro 
dos clusters ou “Average linkage within groups” (figura 16) e o de menor distância ou 
“Single linkage” ou “Nearest neighbor” (figura 17). 
Relativamente à informação visível no dendograma da distância média entre 
clusters (figura 15) parece poder-se afirmar que este é formado por 2 clusters principais, 
sendo que cada um destes dá origem a vários clusters menores. 
 
 
Fig. 15: Dendograma obtido pela medida de semelhança Pearson e pelo método de agregação 
distância média entre clusters. 
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De acordo com o dendograma da distância média dentro dos clusters (figura 16) 
existem 2 clusters principais que ao se dividirem dão origem a 3 clusters com menor 
representação face ao total. 
 
 
Relativamente ao dendograma obtido pela menor distância (figura 17) é mais 
difícil determinar quantos clusters se formam, uma vez que este método se baseia na 
formação de um cluster de referência em função do qual posteriormente é determinada a 









Fig. 16: Dendograma obtido pela medida de semelhança Pearson e pelo método de 
agregação distância média dentro dos clusters. 
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 Atendendo às representações visíveis nos dendogramas, os resultados que mais 
se aproximam são os clusters definidos pela distância média entre clusters (figura 15) e 
os clusters definidos pela distância média dentro dos clusters (figura 16). Nestes dois 
métodos verifica-se a existência de três conjuntos de agregação em comum: um entre as 
variáveis colesterol, LDL, HDL, diabetes mellitus e sexo que se encontram no mesmo 
subcluster; um outro conjunto de agregação com a pressão arterial sistólica (PAS), 
pressão arterial diastólica (PAD), glicose e hábitos tabágicos; e o terceiro conjunto de 
agregação constituído pelas variáveis isquemia arterial do membro inferior, eventos 
trombóticos e KOZAK. 
 Há algumas variáveis que se comportam da mesma forma nos três métodos de 
agregação, nomeadamente: LDL e colesterol; diabetes mellitus e HDL; isquemia do 
membro inferior e eventos trombóticos e/ou hemorrágicos anteriores; PAS, PAD e os 
níveis de glicose no sangue. 
 No entanto, os polimorfismos estudados nem sempre apresentam o mesmo 
comportamento nos vários métodos. O KOZAK e o VNTR encontram-se sempre no 
Fig. 17: Dendograma obtido pela medida de semelhança Pearson e pelo método de agregação de 
menor distância. 
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mesmo cluster nos 3 métodos de agregação. Relativamente ao polimorfismo HPA-2 e 
PlA1/A2, estes consoante o método variam de posição e de clusters, verificando-se até que 
o PlA1/A2 se encontra num cluster isolado de qualquer outra variável pelo método de 
agregação de menor distância (figura 17).  
  
  
6.6. Regressão logística 
 
Este tipo de análise é usado para prever o comportamento de uma variável em 
função de outra variável (78). 
Esta análise foi realizada numa primeira fase considerando a variável Diabetes 
mellitus tipo 2 como dependente (tabela 21). 
Verifica-se que o sexo, o índice de massa corporal (IMC), o diâmetro abdominal, 
os hábitos tabágicos, os eventos trombóticos e/ou hemorrágicos anteriores, os 
eritrócitos, a hemoglobina, o HDL, a glicose e o polimorfismo VNTR são variáveis que 
influenciam o aparecimento DM tipo 2, uma vez que as diferenças encontradas são 
estatisticamente significativas. De acordo com os resultados obtidos, ser do sexo 
feminino, ter excesso de peso ou obesidade (de acordo com o cálculo do IMC), 
apresentar níveis de glicose séricos elevados e apresentar o genótipo CC ou CD para o 
VNTR são factores estatisticamente significativos que aumentam a probabilidade de 
apresentar DM tipo 2. Ao contrário destes resultados, não apresentar eventos 
trombóticos e/ou hemorrágicos anteriores, apresentar contagens eritrocitárias normais e 
baixo risco cardiovascular (HDL) diminui a probabilidade de desenvolver DM tipo 2, 
apresentando resultados estatisticamente significativos. Relativamente às variáveis 
quantitativas que apresentam diferenças estatisticamente significativas, verifica-se que 
quer o aumento da idade quer o aumento do diâmetro abdominal estão associados a 
maior probabilidade de desenvolver DM tipo 2. 
Relativamente aos polimorfismos estudados, o único que permite explicar a 
presença de DM tipo 2 é o VNTR. Observando o comportamento dos outros 
polimorfismos face à variável dependente DM tipo 2, nenhum parece estar associado à 
presença de DM tipo 2. 
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Tabela 21: Resultado de Exp (βi) ou Odds Ratio (OR) e Intervalo de confiança (IC) para as variáveis 
estatisticamente significativas quando a variável dependente é DM tipo 2. *Resultado 
estatisticamente significativo 
Variável Exp (βi)  IC 95% 
Sexo 
     Masculino 







Idade 1,350 1,197-1,521 
Índice de massa corporal 
    Normal 
    Baixo peso 
    Excesso peso 











Diâmetro abdominal 1,176 1,109-1,248* 
Hábitos tabágicos 
    Fumador 
    Não fumador 









Eventos trombóticos e/ou hemorrágicos 
anteriores 
    Sim 










    Baixo 
    Normal 










    Baixo 
    Normal 










    Risco cardiovascular elevado 
    Risco cardiovascular intermédio 










    Normal 








   BC 
   CC 
   CD 
   DD 














Para identificar possíveis associações entre as variáveis estudadas e a variável 
isquemia arterial do membro inferior, seleccionou-se só o grupo de casos que apresenta 
DM tipo 2 e aplicou-se o teste estatístico da regressão logística, sendo a variável 
isquemia arterial do membro inferior considerada dependente. 
Verifica-se que há diferenças estatisticamente significativas relativamente à 
variável pressão arterial sistólica (OR=0,350, IC95%=(0,126-0,970)). De acordo com os 
resultados obtidos, nenhuma das outras variáveis estudadas deste teste parecem 
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conseguir ser explicativas para o aparecimento de isquemia arterial do membro inferior 
em indivíduos com DM tipo 2. 
 
 
6.7.  Diferentes combinações dos 4 polimorfismos 
 
A tabela 22 mostra a distribuição em percentagem das diferentes combinações 
genotípicas encontradas nos grupos em estudo.  
Os resultados obtidos mostram que a combinação aa – A1A1 – TT – CC é a 
mais frequente, quer para o grupo controlo (28,57%) quer no grupo constituído por 
indivíduos com DM tipo 2 (33,33%). 
As combinações aa – A1A1 – TT – DD, aa – A2A2 – CT – CC, aa – A1A1 – CT 
– DD, aa – A1A2 – CC – CD e aa – A1A2 – CT – CD parecem ser exclusivos dos 
indivíduos que constituem o grupo com DM tipo 2. 
As combinações aa – A1A1 – TT – CE, aa – A2A2 – CT – BC, aa – A2A2 – CT 
– CD, aa – A1A2 – CT – BC e ab – A1A2 – CT – BC parecem ser exclusivas para os 
indivíduos que se incluem no grupo controlo, sendo que não aparecem nos indivíduos 
pertencentes ao grupo com DM tipo 2. 
Verificou-se que a combinação aa – A1A1 – CC – CC embora apareça em todos 
os grupos estudados, é mais frequente no grupo com DM tipo 2 com isquemia arterial 
do membro inferior. 
A combinação ab – A1A2 – TT – CC não aparece nos indivíduos pertencentes 
ao grupo com DM tipo 2 sem isquemia arterial do membro inferior, no entanto 
apresenta uma percentagem superior no grupo com DM tipo 2 com isquemia arterial do 
membro inferior comparativamente aos indivíduos que constituem o grupo com DM 
tipo 2. 
Existem variadas combinações que não se encontram nos indivíduos com DM 
tipo 2 e com isquemia arterial do membro inferior em comparação com os indivíduos 
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Grupo DM tipo 
2 (%) 
Sub-grupo DM 
não isquémico (%) 
Sub-grupo DM 
isquémico (%) 
aa – A1A1 – TT – CC 28,57 33,33 36,84 11 
aa – A1A2 – TT – CC 17,65 15,79 12,28 16 
aa – A1A1 – TT – CD 7,56 12,28 14,04 16 
aa – A1A1 – CT – CC 12,61 11,40 14,04 4 
aa – A1A2 – CT – CC 5,04 3,51 5,26  
ab – A1A1 – TT – BC 9,24 2,63 1,75 4 
ab – A1A1 – TT – CC 2,52 3,51 1,75  
aa – A2A2 – TT – CC 0,84 3,51 1,75 4 
ab – A1A1 – CT – BC 2,52 1,75 3,51  
aa – A1A1 – CT – CD 0,84 0,88 1,75  
ab – A1A1 – CT – CC 0,84 0,88   
aa – A1A2 – TT – CD 2,52 1,75   
ab – A1A2 – CT – BC 1,68    
ab – A1A2 – TT – BC 2,52 0,88 1,75  
aa – A2A2 – CT – BC 0,84    
aa – A2A2 – CT –CD 0,84    
aa – A1A2 – CT – BC 0,84    
ab – A1A2 – TT – CC 0,84 0,88  4 
aa – A1A1 – CC – CC 0,84 2,63 1,75 8 
aa – A1A1 – TT – CE 0,84    
aa – A1A1 – TT – DD  0,88 1,75  
aa – A2A2 – CT – CC  0,88 1,75  
aa – A1A1 – CT –DD  0,88   
aa – A1A2 – CC – CD  0,88   









 VARIABILIDADE GENÉTICA DAS GLICOPROTEÍNAS  GPIbα E GPIIIa 83  
Possível associação com o risco trombótico em doentes com Diabetes mellitus tipo 2 
 
 
CAPÍTULO 7.  DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
 
 
A doença arterial periférica é frequentemente associada a doença aterosclerótica 
sistémica avançada e é frequentemente acompanhada de isquemia sintomática ou 
assintomática. Embora as doenças cardiovasculares sejam actualmente uma das causas 
mais comuns de morbilidade e mortalidade prematura, a doença arterial periférica é a 
situação que mais diminui a qualidade de vida do doente com DM tipo 2. 
Relativamente à DM sabe-se que existem múltiplos factores de risco ambientais 
e genéticos associados ao seu aparecimento.  
A doença aterosclerótica tem uma natureza multifactorial (ambiental, dietética, 
metabólica, hemodinâmica, inflamatória e genética). Assim sendo, este estudo tem 
como objectivo principal investigar a influência de factores genéticos que poderão estar 
por trás do aparecimento da doença ao nível do membro inferior, nomeadamente, 
polimorfismos das glicoproteínas das plaquetas. Estes polimorfismos poderão estar 
associados a uma maior reactividade das plaquetas e maior adesividade ao endotélio 
vascular exposto após a ruptura das placas de ateroma. Como consequência, poderiam 
formar-se mais facilmente trombos plaquetários que impedem a passagem da corrente 
sanguínea e oxigenação dos tecidos. 
Não se conhecem estudos genéticos realizados em populações que apresentam 
simultaneamente Diabetes mellitus tipo 2 e doença arterial periférica. No entanto, 
existem estudos acerca de polimorfismos plaquetários e a sua relação com a isquemia 
arterial, como CAD e derrame cerebral, embora estes sejam contraditórios. Assim é 
importante clarificar a importância deste factores genéticos no desenvolvimento de 
isquemia arterial do membro inferior.  
Os polimorfismos propostos neste estudo estão presentes em duas das principais 
glicoproteínas que surgem na superfície das plaquetas: são os SNPs  PlA1/A2 da GPIIIa e, 
HPA-2 e KOZAK da GPIbα, e o VNTR da GPIbα. Pretende-se portanto verificar se 
existe alguma associação entre o aparecimento de isquemia arterial do membro inferior 
em indivíduos com DM tipo 2, tendo como grupo controlo indivíduos saudáveis, sem 
DM e sem qualquer evento trombótico e/ou isquémico anterior.  
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De acordo com os resultados do nosso trabalho, verifica-se que as frequências 
alélicas e genotípicas obtidas não se diferenciam das frequências alélicas e fenotípicas 
referenciadas para a população caucasiana (tabela 13, 14 e 15).  
Relativamente ao alelo A do VNTR, inicialmente acreditava-se que este era 
restrito às populações do este asiático, no entanto, foi detectado este alelo em índios 
americanos e caucasianos do sul de Espanha mas em frequências muito mais baixas que 
nas populações asiáticas (54, 79, 80). De facto, na nossa população não foi encontrado 
nenhum indivíduo com este alelo. O alelo E foi relatado pela primeira vez em 2004 por 
Ozelo et al., sendo este um alelo raro, visto que não tem nenhuma repetição 
característica deste VNTR (72). A frequência para o alelo E encontrada na amostra 
controlo é referente a um único indivíduo, o que está de acordo com o encontrado por 
outros autores (72). 
Relativamente às frequências genotípicas verificou-se que o nosso grupo 
controlo se encontra em equilíbrio de Hardy-Weinberg para os quatro polimorfismos 
estudados.  
No que respeita às frequências genotípicas relativas ao grupo constituído por 
indivíduos com DM tipo 2, há poucas referências bibliográficas que as descrevam. März 
et al. obtiveram frequências para o PlA1/A1, PlA1/A2 e PlA2/A2 de 71,4%, 26% e 2,7% , 
respectivamente para uma amostra de 1051 casos com DM tipo 2 (51). Os resultados 
obtidos no nosso trabalho não diferem significativamente dos encontrados por este 
autor, embora se tenha encontrado uma frequência mais alta de indivíduos com o 
genótipo PlA2/A2.  
Relativamente à possível associação das variáveis genéticas estudadas com a 
presença de DM tipo 2, não foram encontradas na bibliografia qualquer estudo sobre a 
possível associação entre os polimorfismos KOZAK e VNTR e a presença de DM tipo 
2. No entanto, no nosso trabalho verificamos a existência de diferenças estatisticamente 
significativas entre o nosso grupo controlo e o grupo constituído por diabéticos do tipo 
2 relativamente ao polimorfismo VNTR (tabela 20). 
Quanto ao alelo PlA2, Tschoepe et al. em 2003 verificaram que este alelo se 
associava com o aparecimento de DM tipo2 (49). No entanto, no nosso trabalho não 
foram encontradas evidências que apontem para esta associação. Os resultados obtidos 
são concordantes com os encontrados por Carter et al. (1998), assim como Marz et al. 
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(2004) e Kozieradzka et al. (2007) que concluíram que o polimorfismo PlA1/A2 não 
parece estar associado ao aparecimento de DM tipo 2 (51, 74, 81). 
No que respeita ao HPA-2, os nossos resultados estão de acordo com os 
encontrados por Sperr et al. (1998) relativamente às frequências genotípicas observadas 
para este polimorfismo (7). Em 2007, Corsetti et al. concluíram que o alelo HPA-2b 
estava associado a riscos coronários recorrentes em diabéticos pós-infarte mas não a 
pacientes não diabéticos pós-enfarte (82). 
Quando utilizadas todas as variáveis analisadas neste estudo para investigar a 
sua possível associação com a presença de DM tipo 2, por regressão logística, os 
resultados revelaram várias variáveis associadas ao aparecimento de DM tipo 2, 
nomeadamente, sexo, IMC, diâmetro abdominal, hábitos tabágicos, eventos trombóticos 
e/ou hemorrágicos anteriores, eritrócitos, hemoglobina, glicose e o polimorfismo VNTR 
(tabela 21). Os hábitos tabágicos e a obesidade são conhecidos factores de risco que 
aumentam a incidência de DM tipo 2 (15, 83, 84, 85). Relativamente ao polimorfismo 
VNTR, os resultados da regressão logística estão de acordo com os resultados obtidos 
quando comparados os grupos controlo e DM tipo 2, apontando evidências no sentido 
de uma possível associação entre o polimorfismo VNTR e a presença de Diabetes 
mellitus tipo 2.  
Vários estudos têm descrito uma possível associação entre a isquemia arterial e 
os alelos com risco trombótico, como doença arterial coronária, angina, enfarte do 
miocárdio, derrame cerebral e trombose aguda coronária. Não foram encontradas 
referências bibliográficas relativas a uma possível associação entre estes alelos e a 
doença arterial periférica. 
O PlA2 foi associado com isquemia arterial (18, 48, 49) mas outros estudos 
publicados não associaram o PlA2 com o aumento do risco de sofrer eventos isquémicos 
arteriais (2, 7, 50, 51, 52, 55, 74,81) nem trombose venosa (50). Um estudo realizado 
por Zotz et al. em 2005 identificou uma associação do PlA2 com enfarte do miocárdio 
prematuro mas não com doença arterial coronária (86).  
O HPA-2b em alguns estudos não foi associado com o aparecimento de eventos 
isquémicos arteriais (7) nem trombose venosa (8). Contrariamente, houveram outros em 
que se demonstrou associação deste alelo com aumento da probabilidade de vir a 
desenvolver eventos isquémicos (8, 9). 
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Quanto ao polimorfismo KOZAK prediz os níveis de receptor expresso na 
superfície das plaquetas (62). Assim, o alelo C na posição -5 está associado a maior 
expressão de GP Ib-V-IX. Este polimorfismo já foi considerado um factor de risco 
independente para derrame isquémico (56), doença arterial coronária e trombose 
coronária (41), risco de enfarte do miocárdio em indivíduos com síndrome coronário 
instável (65), risco trombótico (55, 65). Noutros estudos, o polimorfismo KOZAK não 
foi associado a eventos isquémicos arteriais (48, 57, 58). 
O genótipo CB do VNTR da GPIbα foi associado a um risco aumentado de 
doença coronária cardíaca e doença vascular cerebral (8, 9), assim como o alelo D (65) 
e o alelo B (9, 10, 45). Mas noutros estudos, o VNTR desta glicoproteína não foi 
associado nem a derrame, nem a mortalidade pós-derrame (59) nem a outros eventos 
isquémicos (48, 55).  
Também já foi demonstrado que o alelo PlA2 (18), o alelo HPA-2b (9) e o alelo 
B do VNTR (9) têm uma forte associação com pacientes com eventos coronários em 
idades inferiores a 60 anos. 
Relativamente aos polimorfismos HPA-2 e o VNTR, Ishida et al. (68, 87) 
descreveu um “linkage desiquilibrium”, em que o alelo HPA-2b só surge associado aos 
alelos A e B do VNTR da GPIbα, enquanto que o HPA-2a está mais associado aos 
alelos C e D do VNTR (68, 87), não impedindo que o alelo C também pudesse surgir 
associado ao alelo HPA-2b (88) ou o alelo B não associado ao HPA-2b (80). 
Quando investigado o equilíbrio de Hardy-Weinberg nos dois sub-grupos 
constituídos por indivíduos com DM tipo 2, encontrou-se diferenças estatisticamente 
significativas entre os genótipos observados e esperados relativamente aos alelos do 
KOZAK no sub-grupo com DM tipo 2 e com isquemia arterial do membro inferior. O 
genótipo que mais contribuíu para este desequilíbrio foi o homozigótico CC. 
Para identificar quais das variáveis analisadas no nosso estudo se associam à 
presença de isquemia arterial do membro inferior nos indivíduos com DM tipo 2, foi 
realizada uma regressão logística tomando como variável dependente a isquemia arterial 
do membro inferior. Assim, verificamos que a pressão arterial sistólica (PAS) é a 
variável que mediante este teste, explica o aparecimento de isquemia arterial do 
membro inferior. Sabe-se que a hipertensão arterial aumenta o risco de isquemia arterial 
do membro periférico em 10% (28), sendo o principal factor que contribui para o 
desenvolvimento de complicações vasculares na DM (89). Relativamente às variáveis 
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genéticas estudadas, não foram encontrados resultados significativos, mediante a 
regressão logística. No entanto, os resultados encontrados relativamente ao 
desequilíbrio para o polimorfismo KOZAK no sub-grupo DM tipo 2 com isquemia 
arterial do membro inferior (tabela 16) podem evidenciar uma possível associação entre 
a presença de um alelo C e a presença de isquemia arterial do membro inferior. Uma 
possível explicação para o facto de não serem encontradas diferenças estatísticas 
significativas relativamente ao KOZAK mediante a regressão logística, pode dever-se 
ao número reduzido de indivíduos que constituem o sub-grupo DM tipo 2 com isquemia 
arterial do membro inferior (n=25). 
Para o estudo de associação de variáveis também foi utilizado o método de 
agregação de variáveis em clusters. Através desta metodologia foi encontrada uma 
associação entre PAS (pressão arterial sistólica), PAD (pressão arterial diastólica), 
glicose e os hábitos tabágicos. Na análise dos clusters de variáveis utilizadas no estudo, 
também foi encontrada uma associação entre a isquemia arterial do membro inferior, a 
presença de outros eventos trombóticos e/ou hemorrágicos e o polimorfismo KOZAK 
(figura 15 e 16), o que apoia a ideia de que, dos polimorfismos estudados neste trabalho, 
será o KOZAK o que parece ter maior contribuição para a presença de isquemia arterial 
do membro inferior em indivíduos com DM tipo 2. Na análise de clusters também se 
verificou que as variáveis KOZAK e VNTR, ambos polimorfismos daGPIbα, são 
aqueles que se encontram mais próximos, posicionando-se no mesmo cluster principal.  
Quando analisadas as combinações dos quatro polimorfismos estudados (tabela 
22), aquelas que estão presentes exclusivamente no grupo DM tipo 2 apresentam pelo 
menos um alelo D ou o alelo C em homozigotia para o VNTR. Em alguns estudos, o 
alelo D deste VNTR já foi associado a doença arterial (65).  
A combinação presente no sub-grupo de DM tipo 2 isquémicos que apresenta 
maior diferença relativamente aos grupos controlo e DM tipo 2 não isquémico 
corresponde a aa-A1A1-CC-CC (HPA-2/PlA1/A2/KOZAK/VNTR), mostrando 
evidências de que a presença do alelo C do polimorfismo KOZAK, poderá conferir um 
fenótipo de maior risco para a presença de isquemia arterial do membro inferior em 
doentes com Diabetes melitus tipo 2.  
Tanto o polimorfismo VNTR como o KOZAK encontram-se na proteína GPIbα. 
Esta proteína tem um papel importante na adesão das plaquetas ao endotélio. Os alelos 
C e D do VNTR produzem GPIbα de menor tamanho face aos alelos A e B, dado que os 
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alelos C e D apresentam menor número de repetições. O alelo C do polimorfismo 
KOZAK está associado a uma maior expressão da GPIb-V-IX. A influência destes dois 
polimorfismos nas vias de sinalização intracelular durante a activação e agregação 
plaquetária, parece ser importante para a atribuição de um fenótipo de risco trombótico. 
Tanto a DM tipo 2 como a doença arterial periférica são patologias 
multifactoriais, com factores genéticos e ambientais que contribuem para o seu 
aparecimento. Assim, os resultados obtidos no presente trabalho mostram evidências 
que apoiam a ideia da relevância do estudo das variantes genéticas das glicoproteínas 
plaquetárias, associadas à presença de Diabetes mellitus tipo 2, uma vez que o 
polimorfismo VNTR da GPIbα parece contribuir para a presença de Diabetes mellitus 
tipo 2. 
Os nossos resultados também evidenciam a importância do estudo dos 
polimorfismos plaquetários uma vez que podem contribuir para estabelecer um perfil 
genético de risco em indivíduos com DM tipo 2. Neste sentido, o estudo do 
polimorfismo KOZAK da glicoproteína GPIbα mostrou uma possível associação com a 
presença de isquemia arterial do membro inferior em indivíduos com diabetes mellitus 
tipo 2. 
Para confirmar os resultados obtidos no presente trabalho será importante, para 
além de sequenciar os amplicões obtidos, aumentar a amostra de doentes que 
apresentam DM tipo 2 com e sem isquemia arterial do membro inferior. O presente 
trabalho será alargado com o estudo de outras glicoproteínas plaquetárias de forma a 
estabelecer um “perfil genético” de risco trombótico em doentes com DM tipo 2. Assim, 
os resultados deste trabalho podem contribuir no estabellecimento de grupos de risco, 
que possam beneficiar de uma terapêutica adequada.  
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Anexo I_ Consentimento informado 
 
Estudo da influência de polimorfismos em genes de glicoproteínas 
plaquetárias no aparecimento de isquemia em diabéticos 
A Diabetes mellitus tipo 2 é uma doença crónica muito frequente em Portugal. 
Um dos problemas associados a esta patologia é a alteração da camada superficial 
interna dos vasos sanguíneos, com possível formação de placas de ateroma. 
O objectivo deste estudo é estudar a influência de polimorfismos em genes da 
glicoproteína plaquetária IIb-IIIa e Ib-V-IX no aparecimento de problemas 
cardiovasculares nos pacientes com diabetes mellitus tipo 2. 
Para realizar os objectivos propostos neste estudo são necessários 3 tubos de 
sangue com anticoagulante EDTA, 1 tubo com citrato e um tubo sem anticoagulante. O 
paciente necessita de estar em jejum na altura da colheita. 
Uma vez que se vai ter acesso a informação contida nos seus genes, as normas 
aconselham a assinatura do consentimento informado. A utilização dos dados 
fornecidos através do preenchimento do consentimento informado poderá ser anulada 
em qualquer altura do estudo, desde que esse seja o seu desejo.  
 
(Nome)  
                                                                                                                         
portador(a) do bilhete de identidade       emitido pelo 
arquivo de identificação de                                         em        /        /        , dá o seu 
acordo para que se proceda à recolha de sangue para análise genética. Permite 
igualmente, a utilização dos seus dados clínicos, de forma anónima, após a leitura deste 
texto e esclarecimento de eventuais dúvidas relacionadas com os procedimentos 
envolvidos. 
Assinatura Data 
Assinatura do responsável pelo estudo 
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Parâmetro Valor de referência 
Índice de massa corporal (IMC)  
Baixo peso <18,5 
Peso normal 18,5 – 24,9 
Excesso de peso 25,0 – 29,9 
Obeso >30 
Eritrócitos  
      Sexo Feminino 4,1 – 5,1 x 1012/L 
      Sexo Masculino 4,2 – 5,4 x 1012/L 
Hematócrito   
      Sexo Feminino 38 – 4 6% 
      Sexo Masculino 42 – 54 % 
Hemoglobina   
Sexo Feminino 12,3 – 15,3g/L 
Sexo Masculino 14 – 17,5g/L 
Leucócitos  5 – 10 x 109/L 
Plaquetas  150 – 300 x 109/L 
Colesterol  ≤200 mg/dL 
HDL colesterol  
Risco cardiovascular elevado <40 mg/dL 
Risco cardiovascular intermédio 40 - 60 mg/dL 
Baixo risco cardiovascular >60 mg/dL 
LDL colesterol <130 mg/dL 
Triglicerídeos  
Normal  <150 mg/dL 
Risco acrescentado 150 – 200 mg/dL 
Risco elevado >200 mg/dL 
Glicose 60 - 110 mg/dL 
Hb A1C  <6,5% 
Tempo protrombina  10 – 14 seg 
Tempo tromboplastina parcial activada 25 – 45 seg 
Tempo trombina  0 – 18 seg 
